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Resumen y Abstract Vv

Resumen

El cultivo de tomate de arbol (Solanum betaceum Cav.) es un cultivo que, aunque es muy
conocido y sus frutos muy consumidos en Colombia, no se encuentra tecnificado, como
muchos otros cultivos en el pais. Este frutal es susceptible a plagas como mosca blancay
afidos, y a enfermedades como las causadas por virosis o por hongos, por ejemplo, la
antracnosis, enfermedad causada por los hongos Colletotrichum, que causa dafios
principalmente en el fruto, ya sea antes o después de su cosecha, y también afecta partes

jovenes como flores y primordios foliares.

Con miras a la transformacién estable de tomate de arbol comun para eventualmente poder
generar alguna resistencia a enfermedades como la antracnosis, en este trabajo se
optimiz6 la regeneracion in vitro de esta especie via organogénesis obteniéndose un
promedio de 18 brotes por explante, en el caso de hojas. Se evalud la expresion transitoria
en hojas de tomate de arbol comun in vitro, mediante el plasmido pCambia 1305.2 con el
gen reportero gusPlus y la agroinfiltracion de hojas en planta, esta Ultima utilizando la cepa
EHA105 de Agrobacterium tumefaciens con el plasmido pMDC85, portando los genes para
una endoquitinasa (pcht28) o para una b-1,3-glucanasa (PpGlu); hasta la fecha no hay
reportes de la evaluacion de la expresion transitoria en hojas de tomate de arbol mediante
agroinfiltracién. Mediante el gen gus se encontrdé una eficiencia de transformacién del
97,5% parala cepa EHA105, con base en el nUmero de explantes gus positivos. Se llevaron
a cabo ensayos in vitro para evaluar la expresion de los genes pcht28 y PpGlu en
segmentos de hojas de tomate de arbol comun, y se encontré un alto sobrecremiento de
Agrobacterium y una alta tasa de muerte del tejido in vitro.

Palabras clave: Agroinfiltracion, expresion transitoria, glucanasa, gus, organogénesis,

quitinasa, tomate de arbol.
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Abstract

Organogenesis, in vitro regeneration and expression of gus, gfp, pcht28 and PpGlu

genesin common tree tomato (Solanum betaceum Cav.)

Tree tomato (Solanum betaceum Cav.) is a crop well known and its fruits widely consumed
in Colombia, but it is not technified, like many other crops in the country. This fruit tree is
susceptible to pests such as whiteflies and aphids, and to diseases caused by viruses or
fungi, for example, anthracnose, disease caused by Colletotrichum fungi, which mainly
causes damage to the fruit, either before or after harvest, and it also affects the young parts

as flowers and leaf primordia.

For the purpose of the stable transformation of common tree tomato, in the future, to
eventually be able to generate some resistance to diseases such as anthracnose, in this
work the in vitro regeneration of this species via organogenesis was optimized, obtaining
an average of 18 shoots per explant, in the case of leaves. The transient expression in
common tree tomato leaves in vitro was evaluated by means of the pCambia 1305.2
plasmid with the gusPlus reporter gene and the agroinfiltration of leaves in the plant, this
last one using the EHA105 strain of Agrobacterium tumefaciens with the plasmid pMDCS85,
carrying the genes for an endochitinase (pcht28) or f o r -1,8-gluzanase (PpGlu). To date
there are no reports of the evaluation of transient expression in tree tomato leaves by
agroinfiltration. Using the gus gene, a transformation efficiency of 97,5% was found for the
EHA105 strain, based on the number of positive gus explants. In vitro assays were carried
out to evaluate the expression of pcht28 and PpGlu genes in segments of common tree
tomato leaves, and a high overgrowth of Agrobacterium and a high rate of tissue death in

vitro were found.
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Introduccion

El tomate de arbol, Solanum betaceum Cav (sin6bnimo: Cyphomandra betacea), también
es conocido como tamarillo, tomate de palo, tomate andino y pepino de arbol. Pertenece a
la familia Solanaceae, originario de la zona andina de América del Sur, principalmente de
Ecuador, Bolivia y Peru. La planta llega a medir de 2-5 m de altura. Crece de forma silvestre
entre 1000 y 3000 msnm, pero su altitud Optima esta entre 1700 a 2200 msnm, con
temperaturas de 14 a 22°C. Posee hojas alternas, simples, enteras, generalmente
agrupadas. Sus flores sonrosa claro, de 1,3-1,5 cm de ancho, hermafroditas, pediceladas,
en grupos de 3 a 10 en cimas axilares o racimos. Sus frutos son elipsoidales u ovoide, de
4 a 10 cm de largo, colgantes con exocarpio amarillo a naranja, pero también puede ser de
color rojo a parpura. Su color de pulpa varia de amarillo a naranja. Sus semillas son

delgadas, redondeadas y duras (Lim, 2012) con un mucilago que las cubre.

Su polinizacién es principalmente autégama. Su forma de propagacién mas utilizada es
por semilla, aunque también se ha realizado por sistemas vegetativos de estacas,
chupones e injertos. Esta especie, considerada exotica, se ha introducido en muchas areas
subtropicales, se cultiva en paises como Argentina, Australia, Brasil, Colombia, Kenia,
Estados Unidos, Venezuela y Nueva Zelanda, donde su produccién y exportacion esta en
aumento (Lim, 2012). En Colombia, el ecotipo llamado comun (TAC), que tiene pulpa de
color amarillo anaranjado y exocarpio rojizo anaranjado, es el mas cultivado, y donde el
consumo es principalmente local. Segun las estadisticas de Agronet, la produccion de
tomate de arbol en nuestro pais, el Ultimo registro que se tiene hasta el afio 2019, es
alrededor 172.900 toneladas de esta fruta, con mas de 9.000 ha de area cultivada. La
mayor produccion nacional se registra para el departamento de Antioquia. Su precio
mayorista oscilaentre $ 1.200 y $ 3.200 COP/Kg (Agronet, 2021).

Su potencial comercial es como fruto fresco, ya sea para la preparacion de jugos o jaleas,
mermeladas, dulces y ensaladas. En términos de valor nutricional, se reporta que tiene un

alto contenido de antioxidantes y fibras, vitaminas B6, C y E, provitamina A, bajo contenido
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de carbohidratos y alto contenido de aminoacidos (Vasco et al.,, 2009). En medicina
homeopatica se recomienda para combatir infecciones de la boca y piel, también como
diurético, para estimular el sistema inmunoldgico y controlar la hipertension arterial. Se le
atribuye propiedades antioxidantes y de reconstituyente cerebral (Abdul Kadir et al., 2015;
Cer0n et al., 2011, Lim, 2012).

El uso de semilla sexual y esquejes de tomate de arbol para su propagacion, puede ser un
problema para la identidad del cultivar. La polinizacion es principalmente autogamica, lo
gue significa una baja tasa de hibridacion y explica la diversidad genética baja que se
encuentra dentro de las poblaciones (Pedroza, 2016; Pringle & Murray, 1991; Ramirez &
Kallarackal, 2019). Las principales limitaciones para la produccion de tomate de arbol son
la baja tecnificacion del cultivo, falta de disponibilidad de variedades de alto rendimiento,
con buena calidad de fruta y resistentes a plagas y enfermedades. Los costos para el
control de plagas y enfermedades, que puede llegar hasta el 45% de los costos totales de
produccion. Y a pesar del esfuerzo realizado por los productores, las pérdidas pueden
alcanzar hasta el 50%, y en la poscosecha puede alcanzar el 80-100%; lo que puede llevar
al abandono o sustitucion del cultivo (Tamayo M., 2001; Alvarez, comunicacion personal,
2016). Los problemas fitosanitarios del tomate de arbol son variados, desde plagas como
moscas, picudos y arafas, hasta enfermedades causadas por bacterias, virus y hongos,
como la antracnosis.

La antracnosis en tomate de arbol

La antracnosis es una de las enfermedades mas importantes del tomate de arbol en
Colombia, debido a su amplia distribucion y a la magnitud de las pérdidas que ocasiona
(Tamayo M., 2001). Esta enfermedad es causada por los hongos Colletotrichum sp (clase
Coelomicetos, orden: Melanconiales), que atacan gran diversidad de especies frutales,
vegetales y ornamentales (Dean et al., 2012). Este género ha sido dificil de caracterizar
taxonémicamente con base a su morfologia, debido a las similitudes entre especies y su
plasticidad (Cai et al., 2009), por lo que se considera que el patdgeno causante de la
antracnosis es un complejo de especies de Colletotrichum (Gafan et al., 2015). Mediante

técnicas moleculares aplicadas a aislamientos del fruto, se encontrd que el agente causal
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de la antracnosis en S. betaceum pertenece al complejo C. acutatum (Afanador-Kafuri et
al., 2003; Sanabria et al., 2010), y se consideraba en ese entonces como C. acutatum
Simmonds, anamorfo de Glomerella acutata Guerber y Correll. En el 2012, Damm y
colaboradores determinaron esta especie como C. tamarilloi por su especificidad para
tomate de arbol (Caicedo et al., 2017; Damm et al., 2012), aunque, como se menciond
anteriormente, es posible encontrar varias especies de Colletotrichum asociadas con la

enfermedad en un mismo cultivo.

El complejo de especies de C. acutatum es conocido como especialmente destructivo en
frutas (Damm et al.,, 2012). Las fuentes de in6culo son frecuentemente material de
trasplante, principalmente con infecciones inactivas o0 quiescentes, plantas infectadas,
malezas y otros huéspedes (Parikka et al. 2016), mientras que la tasa de supervivencia de
conidios en el suelo de campo natural es baja (Freeman et al., 2002). La caracteristica
morfolégica mas conocida de C. acutatum (art. lat.) es la forma de sus conidios, que tienen
extremos agudos (Simmonds, 1965). Sin embargo, otras formas de conidios, mas o0 menos
cilindricas con un solo extremo agudo, se encuentran con frecuencia, especialmente en
cepas que han sido subcultivadas repetidamente, pero estas formas de conidias también
pueden ocurrir en especies fuera del complejo C. acutatum. Ya que, en el huésped, los
conidios se forman en acérvulos, y en cultivo, los conidios se producen en el micelio aéreo
(Johnston & Jones, 1997). C. acutatum forma apresorios simples pigmentados, con pocas
0 ninguna seta (Simmonds 1965). Los conidios varian entre 8 a 15 um de largoyde 1 a 4
pum de ancho. Las especies del complejo C. acutatum en cultivo presentan micelio color
blanco a rosado, el color del reverso de la colonia es rosa/salmén (Pardo-De la Hoz et al.,
2016).

En tomate de arbol, este hongo afecta las hojas y ramas, y los tejidos mas jovenes, pero
el dafio mas importante se observa en los frutos, que son afectados en todos sus estados
de desarrollo (Saldarriaga et al., 2008). El dafio en el fruto puede ser, desde muy leve
mostrando manchas muy pequefias hasta manchas mas grandes, redondas, aceitosas que

se tornan café-negras, que cuando aumentan de tamafio aparecen ligeramente hundidas
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y bien definidas, y pueden abarcar casi toda el area del fruto, mostrando en estados
avanzados signo de esporulacién. En las hojas, las lesiones se localizan especialmente en
las més viejas como manchas necroticas concéntricas de color negro a lo largo de las
nervaduras (Bernal, 1996; Tamayo M., 2001) (figura 1).

Figura 5: Sintomas y signos de la antracnosis en tomate de arbol, en fruto y hojas

Fuente: Aponte et al., 2006

Las condiciones favorables para la presencia del hongo y desarrollo de la enfermedad,
corresponden a temperaturas entre 25-30°C, con elevada precipitacion (mayor de 1000
mm)y humedad relativa alta (mayor del 80%). Sin embargo, los sintomas de la enfermedad
estdn muy relacionados con heridas o perforaciones causadas por insectos, ya que esto
facilita la entrada del hongo en los tejidos de las plantas. La incidencia del hongo se debe
a las esporas, que se encuentran en los organos afectados de la planta (hojas,
inflorescencias, ramas y frutos), y que son activos hasta después de dos afios. La
diseminacioén de las esporas del patégeno se realiza mediante el viento, agua, insectos o
el hombre; estos entes infectivos requieren de una lamina de agua para germinar e iniciar
el proceso de infeccion. Los sintomas de la enfermedad se manifiestan de 5 a 10 dias

después de la inoculacién (Rond6n & Rondon, 2009).

La antracnosis afecta grandemente la fruticultura en el &mbito mundial y nacional, debido
a los dafios que ocasiona, a las pérdidas que genera tanto en produccién como en la

calidad de la cosechay a la dificultad de su control (Rondon et al., 1999). Los costos de
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control de la enfermedad en tomate de arbol oscilan entre un 28-45% de los costos totales
de produccién. A pesar del esfuerzo realizado por los productores, las pérdidas pueden
alcanzar hasta un 50%, y poscosecha pueden llegar a un 80-100%, dependiendo de la
severidad del problema y a su caracter latente (Alarcéon & Chavarriaga, 2007; Tamayo,
2001).

El manejo de la antracnosis se fundamenta en la aspersion programada de fungicidas,
tanto en las etapas de floracion y fructificacion temprana, como luego de la poda. Se
emplean productos como oxicloruro de cobre, Manazeb, Captan, Benomyl, Orthocide,
Carbendazim, Prochloraz y Clorotalonil (Campo-Arana et al., 2019; Feican-Mejia et al.,
2016; Paez, 2003). El caldo bordelés también ha sido utilizado para su control, preparado
en proporcién de cuatro kilogramos de sulfato de cobre, cuatro de cal viva y 100 galones
de agua. Todos estos requerimientos de agroquimicos ademas de aumentar los costos de
produccion, tienen baja o inestable eficacia, que genera rapida adaptacion y aparicion de
poblaciones patdgenas resistentes (Sanabria et al., 2010); sin contar los efectos

ambientales y en la salud humana y animal que podria tener.

Ademas del uso de fungicidas, el manejo y control de la antracnosis requiere que se
integren una serie de medidas preventivas y terapéuticas, con miras a reducir el potencial
de in6culo o reprimir la infeccion cuando ésta se ha iniciado. El control cultural requiere de
podas sanitarias, para permitir la circulacion del aire, eliminar el exceso de follaje, drenar
los excesos de agua (Aranzazu & Ronddn, 1999), retirar los residuos de las podas del
cultivo para quemarlos o enterrarlos, mantenimiento del cultivo y el plateo libres de malezas
(Saldarriaga et al., 1997). Debido a las resistencias que puede generarse a los plaguicidas,
otras alternativas para el control de la antracnosis han sido implementadas, como el uso
de aire caliente, tratamientos hidrotérmicos, atmoésferas modificadas, luz ultravioleta,
0zono, extractos y aceites esenciales de plantas y microorganismos agentes de control

biolégico que actlan como antagonistas (Landero-Valenzuela et al., 2016).
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Para el tomate de arbol, hasta la fecha, no se han reportado variedades que ocurran de
manera natural que sean resistentes a hongos o a la antracnosis, y/o que puedan ser
cruzadas con las variedades cultivadas. Tampoco hay registro en las bases de datos,
como National Centre for Biotechnology Information (NCBI), de genes de resistencia de
tomate de arbol, que puedan funcionar en programas de mejoramiento. Aunque han
reportado que S. unilobum tiene caracteristicas de resistencia a Colletotrichum, por lo cual
Lobo (2000) y colaboradores realizaron cruces interespecificos de S. unilobum x S.
betaceum, aungque no es claro si hubo tolerancia en la descendencia evaluada en ese
estudio. Mas adelante Viera y colaboradores (2016), también realizaron cruces S. unilobum
X S. betaceum, sin embargo, los autores hacen alusiéon a que, dichos cruces afectan el
tamafio del fruto, por ende afectaria la produccion. De modo que también evaluaron
retrocruces y su capacidad de resistencia a C. acutatum, encontrando dos grupos que

presentaron menor afectacion por el hongo.

Conscientes de la problematica mencionada, surge la necesidad de buscar alternativas
gue puedan ayudar en el control de enfermedades y/o en programas de fitomejoramiento
en el tomate de arbol, las herramientas biotecnoldgicas como el cultivo de tejidos vegetales
in vitro, la expresién transitoria, y estable de genes en plantas y la agroinfiltracion, han
cobrado gran importancia en programas de mejoramiento genético (Camarena et al.,
2014), en estudios de patogenicidad, en el estudio y el uso de genes relacionados a la
patogenicidad y en la respuesta planta-microorganismo, asi como para estudios de la
expresion de genes y el desarrollo de estrategias para el control y prevencion de
enfermedades en plantas.

El cultivo de tejidos vegetales in vitro en condiciones controladas, por su parte, ha facilitado
la propagacion de especies de interés comercial mediante la clonacion y seleccion de
material élite, logrando un avance en la reduccién de algunos problemas fitosanitarios y el
almacenamiento del material vegetal en un espacio minimo requerido e independiente de
las condiciones ambientales (Hussain et al., 2012). Las técnicas de transformacion
genética, han permitido transferir o introducir genes en plantas a partir de diferentes
fuentes, con el fin de conceder caracteres de interés en diferentes especies vegetales, asi
como el estudio de la expresion génica transitoria o estable (Diaz et al., 2010). Mientras

gue la agroinfiltracion hace que la expresion transitoria de genes en plantas, sea una opcion
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para el estudio de la expresion de genes de interés y de la interaccién gen-gen en la
respuesta de defensa, y para la produccién de proteinas recombinantes (Donini & Marusic,
2019).

Genes relacionados con la respuesta de defensa en plantas han venido siendo estudiados
y utilizados para generar resistencias o tolerancias tanto a estrés abidtico como bidtico,
mediante transformacion genética. Existe un gran ndmero de moléculas y genes
involucrados en el mecanismo de defensa de las plantas, conocidas como relacionadas a
la patogenicidad (PR), entre los que se puede nombrar los genes que codifican las
quitinasas y las glucanasas (Wani, 2010), que tienen funcion en la degradacion de la quitina
y el glucano, respectivamente, compuestos que estan presentes en las paredes celulares
de muchos hongos, como los ascomicetos (Agrios, 2005), grupo al cual pertenecen los

hongos del grupo Colletotrichum.

El conjunto de técnicas mencionadas anteriormente, llegan a ser Utiles, cuando las
practicas agricolas tradicionales no son suficientes para seleccionary obtener material de
mejor calidad, con el fin de obtener cultivos con caracteristicas determinadas o para
desarrollar estrategias y programas de fitomejoramiento (Camarena et al., 2014). Estas
herramientas biotecnolégicas, actualmente, han abierto las puertas a las nuevas

tecnologias como es el caso de la tan nombrada edicion de genes.

En el presente estudio se optimizé la regeneracion in vitro de tomate de arbol comun via
organogeénesis, y se evaluo la expresion transitoria del gen reportero gus in vitro, asi como
la expresion de los genes pcht28 y PpGlu en hojas de plantas de tomate de arbol comuin
agroinfiltradas con la cepa de A. tumefaciens EHA105. También se evalué preliminarmente
la expresion in vitro de los genes pcht28 y PpGlu en segmentos de hoja, mediante la cepa
EHAL05 de A. tumefaciens. Para lo cual se establecieron los siguientes objetivos:
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Objetivo general

Optimizar la regeneracion in vitro de tomate de arbol comun y evaluar la expresion
transitoria con genes marcadores, con miras a la transformacion estable en tomate de arbol

comun.

Objetivos especificos

1. Optimizar la regeneracion in vitro de tomate de arbol comun via organogénesis.

2. Evaluar la expresion transitoria del gen reportero gus en tejidos de tomate de arbol
comun.

3. Evaluar la expresion transitoria del constructo con el gen quitinasa (pcht28) o
glucanasa (PpGlu), en tomate de &rbol comin mediante agroinfiltracion.

4. Evaluar la expresion in vitro de los genes pcht28 y PpGilu, en tejidos de tomate de
arbol comun.
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1. Optimizacion de la regeneracidn in vitro
de tomate de arbol comdn Vvia
organogeénesis

1.1 Introduccidén

El uso comercialdel tomate de arbol recae principalmente en la fruta frescaya que se utiliza
en zumos y ensaladas o comidas preparadas como mermeladas y postres. La
caracterizacion nutricional estéa definida por un alto contenido en antioxidantes y fibras,
vitaminas B6, C y E, provitamina A, bajo contenido de carbohidratos y alto contenido de
aminoéacidos (Vasco et al., 2009). Debido a su alto contenido de antioxidantes, puede tener
propiedades para luchar contra las enfermedades vasculares y el cancer, entre otras
enfermedades (Cer6n et al., 2011; Abdul Kadir et al., 2015).

Los métodos biotecnolégicos han facilitado la propagacion de especies frutales de interés
comercial, lo que permite la seleccién de material élite y la reducciéon de problemas
fitosanitarios, con un requisito de espacio minimo, independiente del manejo agricola.
Mediante organogénesis es posible regenerar plantulas completas a partir de tejidos
vegetales, sin pasar por una etapa de desdiferenciacion, es decir, callo y/o formacion de
embriones somaticos (Hussain et al., 2012), manteniendo asi la estabilidad genémica en
plantas regeneradas. Sin embargo, vale la pena recordar que la simple micropropagacion
in vitro puede inducir, por ejemplo, cambios epigenéticos, es decir, patrones de metilacion
alterada en el genoma de especies propagadas clonalmente, como en el caso de Manihot
esculenta Crantz (Kitimu et al., 2015). El cultivo de tejidos vegetales in vitro también ha sido
atil o necesario para la transformacion genética, siendo el punto de partida para establecer
material de trabajo, y para obtener y propagar plantulas que han sido genéticamente
transformadas. La mejora genética sirve como una herramienta de apoyo para el
mejoramiento de cultivos clonales como el tomate de arbol. Sin embargo, es importante
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tener en cuenta que la alta frecuencia de regeneracion no necesariamente se correlaciona

con una alta eficacia de transformacion (Davies, 2003).

El cultivo de tejidos in vitro se basa en la capacidad regenerativa de las células vegetales,
dada por su totipotencia y plasticidad; de manera que las células vegetales, pueden ser
estimuladas para expresar toda la informacién genética para regenerar 6rganos o una
planta completa; estas se pueden desdiferenciar (formar masas de células o callos) y
nuevamente diferenciarse a un tejido particular (tallos, raices, hojas, etc), mediante el uso
de fitohormonas. Asi, se puede obtener de forma directa a partir de un explante (trozo de
tejido vegetal), 6rganos y plantulas completas mediante el proceso conocido como
organogénesis y/o embriogénesis; su induccion frecuentemente ocurre por la relacion
auxina/citoquinina en el medio de cultivo, que determinara la respuesta del tejido in vitro
(Roca & Mroginski, 1991; Slater et al., 2003).

El punto de partida para el cultivo de tejidos es el establecimiento in vitro, proceso en el
cual se coloca material vegetal in vivo en un medio de cultivo estéril, que requiere la
diseccioén de la planta bajo condiciones asépticas, con el propdsito de transferir un tejido
gue crece activamente con seguridad y limpieza dentro de un recipiente estéril. Las células
y tejidos que crecerany se desarrollaran dependeran de los objetivos del cultivo; estos se
mantendran dentro de un microcosmos estéril de un recipiente de vidrio o plastico, y son
protegidos del medio exterior no estéril. Es esencial mantener la esterilidad del medio
ambiente confinado en el recipiente, debido a que cualquier microorganismo que se gane
la entrada crecera a una velocidad mucho mas rapida que en condiciones naturales, y
eventualmente colonizard y matara a los tejidos in vitro (Roca & Mroginski, 1991).

Con el propoésito de mantener el vigor de los tejidos vegetales y permitir que ellos crezcan,
se multipliquen y desarrollen in vitro, deben darse ciertos requerimientos: un medio de
sostén o soporte, ya sea un gel acuoso solidificado con agar o gelificante, o un medio liquido
sin agar; un suministro de elementos minerales nutritivos, esenciales para el crecimiento
vegetal, algunas vitaminas esenciales; azlUcares como fuente de energia; y una
combinacion de hormonas vegetales que regulan el crecimiento y desarrollo de estos

tejidos. El pH de los medios es ajustado alrededor de 5,5-6, segun la especie y objetivo del
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trabajo, y posteriormente se esterilizan, generalmente usando un autoclave, el cual trabaja

bajo presiony a altas temperaturas (15 psiy 121°C normalmente) (Roca & Mroginski, 1991).

Para el correcto crecimiento y desarrollo del tejido in vitro, es necesario el suministro de luz
y proveer energia, proveniente de los azuUcares agregados al medio, mas que de la
fotosintesis, de manera que son innecesarios unos altos niveles de luz. Una temperatura
controlada también es importante para estabilizar el crecimientoy mejorar la predictibilidad
del desarrollo de los tejidos (Roca & Mroginski, 1991).

Se han aplicado diversas metodologias de cultivo in vitro en S. betaceum utilizando
diferentes tipos de explantes (Correia y Canhoto, 2011). Sin embargo, a cerca de la
organogénesis directa se hainformado pocoy se ha dado mayor énfasis a la embriogénesis
somatica. Obando y colaboradores (1992) regeneraron brotes axilares a partir de
segmentos nodales y reportaron algunas de las primeras respuestas de organogénesis a
partir de segmentos de hojas. Utilizando el medio de cultivo basal de MS (Murashige vy
Skoog, 1962) con acido naftalenacético (NAA), 6-bencil amino purina (BAP) y acido
giberélico (GA3), todos a 0,2 mgL* y zeatina a 2,5 mgL™. En el caso de hojas, thidiazuron
(TDZ) en concentraciones de 0-10 mg L* fueron agregados al medio de cultivo.

Un gran numero de reportes destacan la regeneracion indirecta del tomate de arbol in vitro,
a través de la induccion de callos o embriogénesis somética, con posterior formacion de
plantulas (Chacon-Cerdas et al., 2014; Correia et al.,, 2012; Correia & Canhoto, 2011,
Obando & Jordan, 2001). En estos métodos indirectos se ha utilizado entre otros tejidos,
hojas y peciolos como explantes, sin embargo, hasta donde sabemos, el uso de semillas

para la induccion directa de brotes multiples no ha sido informado hasta ahora.

El propésito de este estudio fue optimizar la regeneracién in vitro de brotes multiples, de
forma directa mediante organogénesis en tomate de arbol comun, para lo cual, se
seleccionaron tres tejidos: hojas jovenes, semillas y peciolos, y se evalu6 el potencial
regenerativo de estos tejidos, para la propagacion clonal de plantulas completamente
regeneradas, y que podria ser util para ensayos de transformaciéon genética in vitro de

tomate de arbol, lo cual requiere un sistema eficiente de regeneracion de plantas.
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1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Fuente de material vegetal

El material vegetal fue suministrado por el laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin. Plantas de tomate de arbol comun (TAC)
in vitro fueron utilizadas como fuente de explantes de hojas y peciolos. Para los
experimentos con semillas, la fuente de explantes fueron frutos en buenas condiciones

fitosanitarias, comprados en los supermercados locales en Medellin, Colombia.

Los explantes de plantulas in vitro no fueron sometidos a ningun proceso de desinfeccion
ya que crecen en condiciones asépticas. En el caso de semillas, las frutas fueron
desinfectadas externamente con hipoclorito de sodio (NaClO) al 3%, las semillas fueron
extraidas, el arilo mucilaginoso eliminado y se sumergieron en NaClO al 1% durante 10 min;
las semillas fueron secadas sobre toallas de papel absorbente estéril. Se realizaron 4

lavados con agua destilada. Todo el proceso se realiz6 bajo camara de flujo laminar.

1.2.2 Introduccion de material a condiciones in vitro

Los explantes fueron colocados en medio de cultivo compuesto de sales organicas e
inorganicas y vitaminas Murashige and Skoog (MS) (PhytoTech labs), complementado con
agar (Sigma®, A1296) 6,5 g L%, sacarosa 20 g L, con la adicion de los reguladores de

crecimiento como se muestra en la tabla 1-1.

Tabla 1-1: Combinaciones de reguladores de crecimiento (en mg L-1) evaluadas para
induccion de brotes in vitro en 3 tejidos de tomate de arbol comudn. Las combinaciones de

fitohormonas fueron tomadas como tratamientos para el andlisis estadistico.
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(continuacion tabla 1-1)

Tratamiento Tejido evaluado TDZ BAP AlA ANA
1 Hoja 0.5 - - -
2 Hoja, peciolo 0.5 - 0.02 0.025
3 Hoja, peciolo 1.0 - - -
4 Hoja, peciolo 1.0 - 0.02 0.025
5 Hoja, peciolo, semilla 2.0 - - -
6* Semilla 2.0 - - -
7 Hoja, peciolo 2.0 - 0.02 0.025
8 Hoja 3.0 - - -
9 Hoja, peciolo - 1.0 - -
10 Hoja, peciolo - 1.0 0.02 0.025
11 Hoja - 2.0 - -
12 Hoja, peciolo - 2.0 0.02 0.025
13 Hoja, semilla - 3.0 - -
14* Semilla 3.0 - -
15 (control) Hoja, peciolo, semilla - - - -

*Indica que las semillas fueron escarificadas antes de sembrarlas en el medio de cultivo

Para las hojas, se utilizaron segmentos de aproximadamente 0,5 cm? de hojas jovenes
(posicion 1-3 contando desde el apice) y colocadas con el haz en contacto con el medio de
cultivo. Se realizaron 4 réplicas por tratamiento, cada una con cuatro explantes, para un
total de 16 explantes por tratamiento. Para los explantes de peciolos, se usaron segmentos
transversales de aproximadamente 2 mm, cada tratamiento tuvo 20 explantes. Las semillas
desinfectadas se colocaron en medio de cultivo con o sin escarificacion mecéanica. Se
realizaron 8 repeticiones, cada una con cinco semillas, para un total de 40 semillas por
tratamiento. El proceso de escarificacion consistié en eliminar una pequefia porcion de la

testa de la semilla de manera mecénica, para estimular la germinacion.

Los brotes desarrollados en los diferentes tratamientos fueron transferidos a medio de
crecimientoy desarrollo (MCD) compuestode salesy vitaminas MS, agar 6,5 g L%, sacarosa
20 gL'y los reguladores del crecimiento AG3 (0,025 mg Lt), ANA (0,025 mg L?), AlA (0,02
mg L) y &cido indol-3-butirico (AIB, 0,05 mgL™?). Finalmente, después de un mes el nimero

de brotes en explantes de hojas y peciolos fue registrado y luego, los brotes fueron
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transferidos a MCD. Del mismo modo para las semillas, el numero de brotes fue registrado

después de dos meses y luego estos, se transfirieron a MCD.

El pH de los medios se ajust6é a 5,8 con soluciones de NaOH y HCl y se esterilizaron en
autoclave a 121°C y 15 psi. Los cultivos se mantuvieron a 23+2°C, con un fotoperiodo de
12 h. Tratamientos en los que se usaron como explantes hojas y peciolos, se establecieron
en cajas de Petri con 15 ml de medio de cultivo. Tratamientos cuyo explantes fueron
semillas, se establecieron en frascos de vidrio de 100 ml, con 10 ml de medio de cultivo.
Para la transferencia de plantulas desarrolladas a partir de brotes se utilizaron frascos de
vidrio de 225 ml con 15 mlde MCD.

1.2.3 Analisis estadistico

Los datos sobre el establecimiento de brotes se analizaron usando el programa estadistico
R version 3.2.2. Se realiz6 andlisis de varianza ANOVA vy andlisis de comparaciones
m¥%u tiples de Tukey (POO0.O05). En el cas
paramétricas Kruskal-Wallis y andlisis de comparaciones multiples de Dunn.

1.2.4. Ensayos histologicos de brotes in vitro

Para los ensayos histologicos pequefios fragmentos de masa con brotes fueron fijadas
previamente en AFA (50 ml de alcohol etilico al 96%, 5 ml de &cido acético glacial, 10 ml
de formaldehido 37% y 35 ml de agua destilada para completar un volumen de 100 ml),
minimo por 24 horas. Luego, los tejidos fueron deshidratados mediante pasos sucesivos
por etanol al 70, 80, 85, 90 y 96%, cada paso durante 24 horas. Seguido del aclarado de
los tejidos, haciendo dos inmersiones sucesivas en xilol, cada uno de 24 horas, y finalmente
la imbibicion, realizando dos cambios de parafina fundida a 58° C, cada uno de 24 horas.
Las muestras fueron incluidas en bloques de parafina que fueron cortados con un grosor
de 7 micras, de manera longitudinal, en correspondencia a la ubicacion de los brotes.
Finalmente, cada seccion fue montada en portaobjetos y tefiida con safranina al 1% y fast

green al 0,1%, las placas fueron selladas y visualizadas al microscopio.

pe
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1.3 Resultados

1.3.1 Regeneracion in vitro de tomate de arbol comudn

La formacion de brotes comenz6 20 dias después de la siembra. El andlisis de varianza
(ANOVA) mostré que la media difiere entre grupos en al menos uno de los tratamientos
para explantes de hojas (P=1,484x107), con un nivel de confianza del 95%. Siendo el
tratamiento 1 con 0,5 mg L de TDZ (18,4 brotes/explante) donde se presentd mayor
numero de brotes promedio, seguido del tratamiento 4 con 1 mgL* de TDZ en combinacion
con 0,02 mgL* de AIA y 0,025 mg L* ANA (13,6 brotes/explante). En los explantes control,
la formacién de brotes no fue detectada. Concentraciones superiores a2 mg Lt de TDZ o
BAP no fueron adecuados, ya que la organogénesis se vio inhibida o surgieron en niUmeros
muy bajos (Tabla 1-2, figuras 1-1A y 1-1B). Concentraciones mayores de 1 mg L* de TDZ
también causaron signos de hiperhidricidad. El porcentaje de explantes que produjeron
brotes por tratamiento varié entre 100% (tratamiento 4), 20% (tratamiento 8) y 0% (control).
El tratamiento 1, en que el mayor nUmero de brotes se observld, mostré una respuesta en

el 94% de los explantes.

El procedimiento de las comparaciones multiples de medias de Tukey, realizado para
explantes de hojas, mostré diferencias significativas entre el tratamiento 1 y la mayoria de
los tratamientos evaluados, incluido el control, excepto con los tratamientos 2, 3,4 y 5, los
cuales mostraron diferencias significativas con respeto al control. Finalmente, también se

encontraron diferencias entre los tratamientos 3y 8.

Para el caso de semillas, el comienzo de la formacion de brotes se evidencié con la
germinacion de las semillas, germinando mas rapido el tratamiento control, sin hormonas,
(15 dias después de la siembra), con un porcentaje de germinaciéon de 67,5%, contrario a
los tratamientos con hormonas que presentaron menor germinacion. Por otro lado, la
formacion de brotes en el tratamiento control no sé observo. EI ANOVA mostro que el
niamero de medias difieren entre los grupos en al menos uno de los tratamientos (P=
1,572x10%).
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En cdmara humeda (cajas de petri con papel toalla estéril) y condiciones asépticas, se
encontré que la germinacion fue facilitada con la escarificacién, con un porcentaje de
germinacion del 95%, y a su vez la formacién de brotes. De los tratamientos evaluados, el
mayor promedio de brotes fue observado en el tratamiento 14 con 3 mg L* de BAP, en el
gue las semillas fueron escarificadas (con 4,3 brotes/explante), con un 57,5% de semillas
geminadas, de las cuales el 78% produjo brotes. El segundo mejor promedio fue para el
tratamiento 6 (con 3,2 brotes/explante), con un 47,5% de semillas germinadas de las cuales
el 63% produjo brotes. Los tratamientos 13 y 5 presentaron un porcentaje de germinacion
del 50 y 40% y de formacion de brotes de 45 y 25%, respectivamente (Tabla 1-2, figuras 1-
1Cy 1-1D).

El procedimiento de comparaciones multiples de Tukey para los experimentos con semilla,
revelaron diferencias significativas entre el tratamiento 14 y los otros tratamientos
evaluados y el control, excepto con el tratamiento 6. Se encontraron diferencias

significativas entre el tratamiento 6 y 5 y el control.

Para los experimentos con peciolos, mediante el andlisis de Kruskal-Wallis se encontré que,
el nimero de medianas difiere entre grupos en al menos uno de los tratamientos (P= 1,6882
x10°). La respuesta comenzo alrededor de los 22 dias, aunque en la mayoria de los
tratamientos la respuesta fue nula o muy baja. Solo fue encontrada respuesta en los
tratamientos con 0,025 mg L de ANA y 0,02 mg L* de AIA. El tratamiento con el mayor
promedio de brotes fue el que contenia 2 mg L* de BAP + ANAy AlA alas concentraciones
mencionadas anteriormente, con 3,1 brotes/explante. Ese tratamiento presentd un 40% de
explantes con respuesta organogenica. Seguido del tratamiento 7 con 1,7 brotes/explantes,
donde el 25% de los explantes mostraron brotes. En el resto de los tratamientos, el
porcentaje de explantes que formaron brotes oscil6 entre 30 y 0%, incluyendo el control con
un 0% (Tabla 1-2, figuras 1-1E y 1-1F). El analisis de comparaciones multiples de Dunn
basado en el rango de suma, revel6 pocas diferencias significativas, las cuales fueron entre

los tratamientos 12 y el control, y los tratamientos 9, 11, 3y 5.
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Tabla 1-2: Promedios de brotes en los diferentes tratamientos evaluados, por cada tipo de

tejido.
Tratamientos Brotes / explante de | Brotes /semilla = Brotes / explantes de
hoja + 1,842 (SE) 0,564 (SE) peciolo explante + 0,422 (SE)
1 18,42 NE NE
2 9,731k NE 05
3 10,82k NE o0&
4 13,53m NE 132
5 10,13kn 052 i
6 NE 3,254 NE
! 3,9°K NE 17a
8 1etne NE NE
9 0,7%ikop NE 0
10 4 5eikmog NE 0.9
11 7, 7tikmor NE 0
12 2 59iklno NE 31
13 3,7nikos 1,50 NE
14 NE 2,300 NE
15 (control) oilpars 02 5

NE indica que el tratamiento no fue evaluado para un tejido especffico. Las medias con

di ferente

l etra indican

una

di ferenci

a

significa

Figura 1-1: Regeneracion in vitro en explantes de tomate de arbol comun. Tratamientos en
los que se vio el promedio mas alto de brotes. Hoja: (A) TDZ0,5; (B) control. Semilla: (C)

BAP3; (D) control. Peciolo: (E) BAP2Aux; (F) control. (G) plantula in vitro en MCD,

desarrollada a partir de brotes de tomate de arbol comdn. (H) plantula adaptada a
condiciones del suelo
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(continuacion figura 1-1)

Para los brotes que formaron plantulas, la aparicion de raices se facilité una vez que fueron
transferidos a medio MCD que contuvo bajas concentraciones de las fitohormonas AG3
(0.025 mg L), ANA (0.025 mg L), AIA (0.02 mgL?) e IBA (0.05 mgL?), enfrascos de 225

ml; el enraizamiento tuvo lugar alrededor de las 2 semanas.

1.3.2 Cortes histolégicos de brotes formados in vitro

Mediante los cortes histologicos de tejido con brotes multiples, se observo la formacion de
brotes de novo, caracterizados por la formacion del domo meristematico, el cual esta
formado por el meristemo apical y uno o dos primordios foliares (figura 1.-2 A-C). La zona
donde la tincion es mas fuerte, corresponde a la zona meristematica, normalmente donde
las células son pequefias, con nlcleos grandes y citoplasma denso. También se puede
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apreciar lo que parece tejido proembrionario, con la presencia de tricomas, propio de tomate
de arbol (figura 1-2 D)

Figura 1-2: Cortes histoldgicos de brotes multiples en hojas de tomate de arbol. Tratamiento

con 0,5 mgL?! de TDZ PF: primordio foliar. T: tinica. DM: Domo meristematico. ZM: zona
meristematica. TP: Tejido proembrionario. T: Tricomas.

1.4 Discusion

La induccion directa de brotes mediante organogénesis cuenta con pocos reportes para S.
betaceum. Sin embargo, el uso de TDZ en tomate de arbol ha sido estudiado por Obando
et al. (1992), que evaluaron altas concentraciones de TDZ (5 mg L' y 10 mg L?) en
explantes de hoja, obteniendo el mayor porcentaje de explantes con brotes correspondiente
aun 48%. La adicién de AlA en cantidades mayores a 1 mg L™ redujo la formacion de brotes
y la aparicion de callos. Concentraciones de ANA inferiores a 0.02 mg L en segmentos

nodales permitieron la mejor respuesta para induccién de brotes. Sin embargo, los
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investigadores no lograron producir plantulas con raices. Mientras que Atkinson y Gardner
(1993) encontraron mejores resultados usando 1 mgL* de BAP y 0.01 mgL* de ANA, con
respuesta de formacion de brotes hasta en un 63% de los explantes. Ninguno de esos
trabajos revel6 la cantidad de brotes/explantes producidos, datos que serian més
representativos en el momento de buscar la induccién de la organogénesis a una buena
tasa. Obando y Jordan (2001) obtuvieron los mejores resultados usando altas
concentraciones de TDZ (5 y 10 mg L), a partir de tejidos maduros. En hoja, el callo fue
formado primero y luego se formaron brotes, valores de 2,1 a 16,3 brotes/explantes fueron
obtenidos. La respuesta se obtuvo en un mes o un poco mas de tiempo. Los investigadores
también evaluaron el tejido del hipocétilo y el peciolo, obteniendo callo y embriogénesis
somatica en presencia de callo, respectivamente, debido a la fitohormona usada (5 mg L*
de 2,4-D).

En contraste con lo anterior, en este estudio el efecto de la concentracion fitohormonal varié
dependiendo del tejido en tomate de arbol comun. Los explantes de hojas mostraron la
mayor tasa de formacion de brotes mediante organogénesis, en medio MS con bajas
concentraciones de TDZ (0,5 mg L*) con un promedio comparable con respecto a otros
reportes (18,4 brotes/explante). Concentraciones mayores de 2 mg L* redujeron la
formacion de brotes y, en algunos casos, se evidencié hiperhidricidad en los tejidos.
Mientras que en semilla, valores altos de citoquininas (3 mg L* de BAPy 2 mgL* de TDZ)
indujo organogénesis. En el caso de los explantes de peciolo, la induccién de brotes fue
influenciada por la presencia de las auxinas AIA y ANA a bajas concentraciones (0,02 y
0,025 mg L1, respectivamente), lo que ha sido reportado en segmentos nodales y explantes
de hojas de tamarillo (Obando et al., 1992; Atkinson y Gardner, 1993). Estas auxinas
actuaron en conjunto con BAP o TDZ para estimular la respuesta organogénica en los
explantes de peciolo, a pesar de ser muy baja (diferencias estadisticas no significativas
entre las respuestas por tratamientos). El efecto conjunto de las auxinas-citoquininas
también se pudo ver en explantes de hojas, como por ejemplo en el tratamiento 4 (Tabla 1-
2).

Para la germinacion de la semilla de tomate de arbol también ha sido reportado un proceso
de fermentacion (Buono et al., 2018; Feican-Mejia et al., 2016) o congelamiento (Amaya &

Julca, 2006) para reducir la aparicién de patégenos y aumentar la capacidad germinativa.
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Mukuralinda y colaboradores (2016) han reportado un porcentaje de germinacién para el
tomate de arbol del 80-100% después de 4-6 dias, bajo condiciones adecuadas. Para
tomate de arbol comunse encontrd, durante este trabajo, una germinacion de hasta un 95%
en camara humeda (caja de petri con toalla papel), las semillas también fueron
escarificadas (corte en la testa), de manera similar a lo reportado por Meza & Manzano
(2007), quienes reportaron un porcentaje de germinacion del 93 y 95% para semillas
almacenadas y frescas, respectivamente, a partir de los seis dias y en camara humeda.

La respuesta organogénica de explantes de semilla de tomate de arbol comun, dependié
de su germinacion, debido a la emergencia del tejido de la radicula y el tejido del hipocatilo,
gue son los primeros tejidos que surgen durante la germinacion, los cuales parecen estar
involucrados en dicha respuesta para la formacion de brotes. Por lo tanto, se esperaba que
el proceso de escarificacion mejorara la respuesta de germinacion al aumentarse la
absorciéon de agua y nutrientes. Esto es consistente con lo descrito por Bello-Bello et al.
(2012) para semillas de Pinus brutia, estudio en el cual la escarificaciébn mecanica aumento
la germinacién. Hasta ahora, no hay reportes de la escarificacion ni del uso de las semillas
completas para inducir brotes en tomate de arbol, y muy pocos han sido reportados para
otras especies, como es el caso de Malik et al. (1993), quien uso6 semillas intactas de
diferentes especies de Lathyrus, para evaluar la regeneracion de los brotes, mostrando aun
mas el efecto de la concentracion fitohormonal en la reduccién de la germinacion y

respuesta subsiguiente de la formacion de brotes.

Kahia y colaboradores (2015) reportaron los mejores resultados en tejidos foliares e
hipocotilo de tomate de arbol, utilizando concentraciones altas de BAP (9 mg L) y bajas de
TDZ (0,22 mg L?) para inducir la organogénesis, obteniendo valores de 4,67 y 3,56
brotes/explante, respectivamente. Estos promedios fueron mas bajos que los obtenidos en
nuestro trabajo (18,4, 4,3 y 3,1 brotes/explantes en hoja, peciolo y semilla). Kahia et al.
lograron la formacion de raices en los medios evaluados de organogénesis, con promedios
que oscilan entre 0 y 3,78 raices. En este trabajo, una combinacion de concentraciones
muy bajas de AG3 (0,025 mg L), ANA (0,025 mgL?), AlIA (0,02 mg L?) e IBA (0,05 mgL
1) fue adecuada para la produccién de raices y el desarrollo completo de las plantulas
(figuras 1-1 G y 1-1 H). También se ha reportado el uso de las fitohormonas ANA, AG3
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(Obando & Jordan, 2001) y AIA e IBA (Chacon-Cerdas et al., 2014) para el enraizamiento

de las plantulas obtenidas de brotes en tomate de arbol.

Los cortes histoldgicos a partir de tejido tipo protocormo, con estructuras que dieron origen
a brotes multiples, permitieron confirmar la formacion de brotes de novo, caracterizados por
la formacién del domo meristematico, el cual estad formado por el meristemo apical y uno o
dos primordios foliares. La zona donde se observo la tincién mas fuerte, correspondi6 a la
zona meristematica, normalmente donde las células son pequefias, con nicleos grandes y
citoplasma denso. (figura 1-2 A-D). Lo cual confirma la regeneracion via organogénesis; y
evidencia, ademas, el papel de los reguladores de crecimiento en el proceso de
diferenciacion celular en tomate de arbol comun.

1.5 Conclusiones

El tomate de é&rbol comun tiene buena respuesta a la regeneracion in vitro via
organogénesis, mediante la optimizacién de la regeneracion in vitro en este trabajo, se
obtuvo el promedio més alto en hojas y con respecto a lo reportado, con 18,4 brotes por
explante de hoja utilizando una concentracionde 0,5 mgL* de TDZ. También se observd
la formacion de brotes en pequefios segmentos de peciolo y a partir de semillas
germinadas, con promedios de 3,1 y 4,3 brotes por explante, respectivamente. Esta
capacidad regenerativa se potencia en la medida en que los explantes son tratados con los

reguladores del crecimiento TDZ o BAP, solos o en combinacion con NAA y 1AA.

Los resultados obtenidos en este estudio pueden ser de utilidad no sélo como punto de
partida para procesos de transformacion genética, sino también para realizar trabajos de
propagacion masiva de tomate de arbol comun, ya que el cultivo de tejidos ofrece la ventaja
de la obtencion de un alto nimero de plantas en un corto periodo de tiempo y en un espacio

mucho menor, que luego pueden ser llevadas a campo.

El tejido con mayor potencial para posibles ensayos de transformacién genética en tomate
de arbol comun es hoja, debido a que permite obtener buenas cantidades de brotes, en
aproximadamente un mes, es facil de manipular, podria replicarse rapidamente y parece
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gue resiste algun grado de dafio en el tejido. Aunque las semillas tienen una buena tasa de
induccion de brotes, la germinacién se debe optimizar para obtener dicharespuesta, ya que
valores altos de BAP o TDZ (2-3 mg L-1) influyen en el porcentaje de germinacién. En el
caso del peciolo, aungue la respuesta fue baja, este tejido permite una alta disponibilidad

de materia prima, ya que un solo peciolo puede ser fragmentado en muchos pedazos.

Se determiné como medio de induccion de brotes (MIB) en explantes de hoja de tomate de
arbol comun, el medio de cultivo conformado por sales basales MS suplementado con 20
mg L de sacarosa, 6,5 g L*! de agar (Sigma®, A1296) y 0,5 mg L* del regulador de
crecimiento TDZ.
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2. Evaluacionde la expresion transitoriadel
gen reportero gusPlus en tomatede arbol
comun

2.1 Introduccién

La expresion transitoria de genes mediante transformacion biolégica se basa en las
propiedades del mecanismo que tienen las bacterias Agrobacterium tumefaciens y A.
rizogenesis para infectar las plantas, siendo capaces de transferir un segmento de su ADN
de uno de sus plasmidos al genoma de las células vegetales. A. tumefaciens es una bacteria
del suelo gram negativa, que causala enfermedad agalla de la corona de la base del tallo,
principalmente en plantas dicotiledéneas y en algunas pocas monocotiledéneas, la bacteria
infecta la planta en el sitio de una herida y de esta forma puede ingresar a la planta, y

comenzar el proceso de infeccion (Diaz et al., 2010; Zambryski, 1992).

La incorporacion de genes foraneos en las células de la planta, después de ser infectadas
por Agrobacterium, se debe a un pldsmido de elevado peso molecular (200 Kb
aproximadamente), denominado plasmido Ti, transportado por Agrobacterium. Mas
exactamente, un fragmento del plasmido Ti, llamado ADN T (ADN de transferencia), es
transferido al genoma de la planta (Zambryski, 1992). Los amplios conocimientos sobre el
proceso de transferencia y de expresion del ADN-T en las plantas ha permitido modificar
los plasmidos Ti, para convertirlos en convenientes vectores de genes (Gelvin & Filichkin,
1994; Howard & Citovsky, 1990; Valderrama et al., 2005).

El constructo o plasmido Ti, que lleva un gen reportero o de interés, utilizado para evaluar
la expresion transitoria o estable en tejidos vegetales, debe tener unas regiones minimas:
- Una secuencia promotora para que el gen sea expresado correctamente (es decir,

traducido como un producto proteinico). El promotor controla cuando y donde se expresara
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el genen laplanta. La mayoria de los promotores en las variedades de cultivos transgénicos
han sido constitutivos, es decir, que causan la expresién del gen durante todo el ciclo
biolégico de la planta en la mayoria de los tejidos. El promotor constitutivo mas usado es el
CaMV35S, proveniente del virus del mosaico de la coliflor, que generalmente produce un

alto grado de expresion en las plantas (Glick et al., 2010).

- Una secuencia de terminacion, da la sefial de que se ha alcanzado el final de la secuencia

génicay se detiene.

- Un gen marcador de seleccion con el fin de discriminar las células o tejidos de la planta
gue han incorporado el constructo o parte de él, de las que no. Esto es necesario, ya que
la incorporacion y expresion de transgenes en células de plantas es limitada, se logra en
apenas un pequefio porcentaje de los tejidos o células blanco. Los genes de seleccion
codifican proteinas que proporcionan resistencia a agentes normalmente toxicos para las
plantas, como antibiéticos o herbicidas; o confiere una caracteristica de sobrevivencia en
un sustrato particular, como la asimilacién de manosa. Solo las células vegetales que han
integrado el gen marcador de seleccion sobrevivirdn cuando se les cultive en un medio que

contenga el antibiético, herbicida o sustrato pertinente (Fernandez Perrino, 2006).

-Un gen marcador reportero, utilizado para determinar si el constructo ha logrado ser
introducido en las células de la planta de manera efectiva. Los genes reporteros sirven para
evaluar la transformacion transitoria y hacer seguimiento para lograr una transformacion
estable. Estos marcadores permiten diferenciar los tejidos transformados de los que no lo
estan (Glick et al., 2010).

En los estudios de expresion transitoria, algunos marcadores permiten determinar el
namero y la localizacion de las células transfectadas, o que resulta importante para llevar
a cabo transformacion estable. En los transformantes estables, es posible determinar siun
gen introducido se expresa en todas las células de un tejido determinado o en elevados
niveles en algunas células o tipos celulares concretos. Esta informacion frecuentemente
proporciona una mayor percepcion del papel funcional de un gen durante el desarrollo
veget al . El sistema de gen mar cador rd®portero

glucuronidasa (gus) (Jefferson et al., 1987), el cual esta bien establecido. La técnica de
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tincion utilizando como sustrato X-Gluc, requiere el sacrificio del tejido para la deteccion de
la expresion del gen gus, mediante un procedimiento de tincion histoquimica (Miki &
McHugh, 2004; Xiong et al., 2011).

Figura 2-1: Representacion de un transgen construido, con los componentes basicos

necesarios para la integracion y expresion.

Secuencia de
Gen marcador Promotor Transgen terminacién

[ [ i e——_|

Fuente: Fenwick, 2004.

La enzima gus es una hidrolasa que puede escindir muchos b-glucurdnidos. Se encuentran
disponibles comercialmente diferentes sustratos de gus para ensayos histoquimicos
cualitativos y ensayos fluorométricos cuantitativos. El mas utilizado y facil de adquirir es el
sustrato 5-bromo-cloro-3-indolil glucurénido (X-gluc), que produce un precipitado azul en el
sitio de actividad gus. La escisiénde X-gluc no da comoresultado directamente el pigmento
indigo; en cambio, el producto de hidrdlisis debe sufrir una dimerizacién oxidativa para
formar el precipitado (Mudunkothge & Krizek, 2014). Existen varios genes gus mejorados
como el gen gusPlus, el cual se aislo originalmente de una especie de Staphylococcus, y
ha sido ampliamente alterado para la optimizacion de codones para la expresion en plantas.
Este gen es mas estable a temperaturas mas altas y se fija mejor que | a-gldcuronidasa
clonada de E. coli (Cambia Labs).

Con el fin de evaluar la expresion transitoria del gen reportero gus en tejidos de hoja in vitro
de tomate de arbol comin TAC, se determind el porcentaje de eficiencia de la expresion de
gusPlus con base a la expresion gusPlus positiva de los segmentos de hojas infectados con
A. tumefaciens sobre el total de explantes infectados, utilizando las cepas de Agrobacterium
LBA4404, EHA105 y AGL1, que portaban el plasmido Ti pCambia 1305.2.
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Determinacion de la dosis del antibidético de seleccion

Previo a los ensayos de infeccion con A. tumefaciens, se determind la concentracion
minima inhibitoria del antibiético de seleccion higromicina, sobre la capacidad de
regeneracion de los explantes de hoja TAC. Para lo cual, se colocaron 24 segmentos de
hoja en medio de induccion de brotes MIB (capitulo 1, conclusiones), compuesto por slaes
MS, 20g L* de sacarosa, 6,59 L de agar y 0,5 mg L"* de TDZ, con la adiciéon del antibiético
de seleccion higromicina, se evaluaron 6 explantes con 4 repeticiones (24 explantes en

total) para cada concentracionde 0, 2, 5, 10, 30, 40, 50 y 60 mg L.

2.2.2 Cepas de A. tumefaciens

Para los ensayos de expresion transitoria se utilizaron las cepas de A. tumefaciens EHA105,
AGL1 y LBA4404 (tabla 2-1) que portaban el plasmido pCambia 1305.2, el cual contiene:
promotorCaMV35S:GRP péptido sefial: intron catalasa: GUSPIlus: terminador Nos. Este
plasmido contiene a gusPlus como gen reportero, y los genes para resistencia a los
antibiéticos higromicina en planta y kanamicina en la bacteria (figura 2-2). Las cepas
transformadas con el plasmido pCambia 1305.2 fueron suministradas por el Dr. Paul
Chavarriga, de la Plataforma de transformacion genética del Centro Internacional de
Agricultura Tropical CIAT.

Tabla 2-1: Cepas de A. tumefaciens utilizadas.

Cepade_: A. Opina Gen marcador de seleccion Referencia
tumefaciens
EHA 105 Succinamopina | Rifampicina Hood et al., 1993
AGL1 Succinamopina | Rifampicina, carbenicilina Lazo et al., 1991
LBA 4404 Octapina Rifampicina, estreptomicina | Hoekema et al. 1983
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Figura 2-2: Plasmido pCambia 1305.2 utilizado para evaluar la capacidad de transferir el

ADN-T de A. tumefaciens en TAC, y la expresion transitoria del gen reportero gus.
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Fuente: BioFeng, 2013.

2.2.3 Ensayos preliminares

Algunas modificaciones fueron sugeridas en ensayos preliminares llevados a cabo en el
CIAT. Las bacterias fueron crecidas en medio sélido YEP (Gelvin, 2006) o LB a 28°C, y
luego en medio YEB (Wise etal., 2006) o LB (Bertani, 1951) (Anexo B) liquido por 1 noche
a 28°C y 180 rpm, hasta una densidad optica OD a 600 nm de ~0,7, medida con un
espectrofotdmetro (Thermo Scientific Génesys 20). Las suspensiones se centrifugaron a
4000 rpm 10 minutos utilizando una centrifuga marca Thermo Scientific Heraeus. Las
bacterias fueron resuspendidas en medio liquido AB (Gelvin, 2006) o AA (medio CIAT) con
algunas modificaciones, y con 100 uM de acetosiringona (anexo B), la OD fue ajustada
entre 0,6 - 0,7. Se cortaron segmentos de hoja de plantulas in vitroentre 0,5-1 cm?, el mismo
dia de la infeccién con A. tumefaciens, y estos fueron colocados en medio MIB, mientras se
cortaban todos los explantes, los cuales fueron pinchados con una aguja estéril. Los
segmentos de hoja fueron sumergidos en la suspension bacteriana y dejados 10 minutos
para permitir la infeccion, luego se dejaron secar sobre toallas de papel estéril (figura 2-3)
y fueron transferidos a medio de cocultivo (MIB suplementado con 30 g L™ de sacarosa,

200 mg L de D-glutamina, 50 mg L de L-cisteina, 0,1 mg L de tiamina y 100 uM de
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acetosiringona). Las hojas infectadas se dejaron en cocultivo por 4 noches en oscuridad a
23+2°C. Pasado este tiempo, los explantes se lavaron con 250 mg L de cefotaxima y se

pasaron a MIB con 250 mgL* de cefotaxima.

Figura 2-3: Infeccion de hojas de tomate de arbol comdn por (A) inmersion en suspension

bacteriana de A. tumefaciens, (B) secado sobre toalla de papel estéril o papel filtro.

2.2.4 Deteccidn histologica del gen B-glucoronidasa gus

Los explantes de hoja infectadas con Agrobacterium con el plasmido pCambia 1305.2, se
tifieron histologicamente 3 dias después del cocultivo para la deteccion del gen gus,
siguiendo el protocolo de Lacorte (1998) con algunas modificaciones. Los explantes se
colocaron en tubos Eppendorf y se cubrieron con la una solucion de X-Gluc en un buffer de
reaccion (NaH2PO4.H20 100 mM, NazEDTA.2H20 10 mM, KsFe(CN)s 3H20 0,5 mM, Triton
X-100 0,1%, X-Gluc 50 mg mI* 1mM). Los tejidos se incubaron por 24 horas a 37°C en
oscuridad, y luego se lavaron con etanol al 96% y sucesivamente con etanol al 70%, hasta
qgue el tejido se decolor6. Finalmente, los segmentos de hoja se observaron al

estereoscopio.
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2.2.5 Evaluacién de la eficiencia de expresion transitoria en base a la

expresion del gen reportero gusPlus

Para evaluar la capacidad de A. tumefaciens de transferir el ADN-T en TAC, se determino
la eficiencia de la expresion transitoria del gen reportero gusPlus, utilizando las cepas de
Agrobacterium EHA105, AGL1 y LBA4404 con el plasmido pCambia 1305.2 con las
caracteristicas mencionadas anteriormente (tabla 2-1 y figura 2-2). Las bacterias fueron
cultivadas en medio solido YEP o LB a 28°C por 2 noches, a partir de las cuales se tomo
un loop de bacterias y se pusieron a crecer en medio YEB liquido (anexo B) por 1 noche a
28°C y 180 rpm. Las suspensiones fueron centrifugadas a 4000 rpm 10 minutos (Thermo
scientific Heraeus) y las bacterias resuspendidas en medio liquido AA con 100 pM de
acetosiringona con algunas modificaciones (anexo B), la OD se ajusto a 0,6 - 0,7, medida
con un espectrofotdmetro (Thermo scientific Génesys 20), las bacterias fueron incubadas
por 1 hora y media.

Los segmentos de hoja de plantulas in vitro entre 0,5-1 cm? fueron cortados el mismo dia
de lainfeccion con A. tumefaciens, y fueron pinchados con una aguja estéril. Los segmentos
de hoja se sumergieron en la suspension bacteriana y se dejaron por 10 minutos para
permitir la infeccién, luego se dejaron secar sobre toallas de papel estéril y se pasaron a
medio de cocultivo (MIB suplementado y con 100 pM de acetosiringona). Los explantes
fueron dejados en cocultivo por 4 noches en oscuridad a 23+2°C. Tres dias después del
cocultivo, los explantes fueron lavados, y tefiidos con X-Gluc, siguiendo el procedimiento
mencionado en la seccién 2.2.4. Los segmentos de hoja fueron observados al
estereoscopioy fotografiados sobre papel milimetrado. Se utilizaron 80 explantes por cepa

mas el control negativo sin transformar, con un total de 320 explantes de hoja evaluados.

Las hojas y las areas tefiidas de azul (gus positivas) se midieron usando el programa de
procesamiento de imagenes ImageJ, a partir de fotos tomadas de cada explante. En cada
foto se midi6 el area total de la hoja y el &rea gus positiva, y se determiné el porcentaje de
area gusPlus positiva para cada explante. Dado que no hubo normalidad en los datos, se
llevd a cabo un andlisis no paramétrico univariado de Kruskal-Wallis, y se realizaron
comparaciones multiples de Dunn, con el fin de determinar la cepa con mayor efecto

(capacidad de incorporar y expresar el gen gusPlus), después de infectar con las tres cepas
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de A. tumefaciens evaluadas, que portaron el plasmido pCambia 1305.2 con el gen gusPlus
como reportero. La frecuencia de transformacién o eficiencia de la expresion transitoria,
para cada cepa fue calculada como el porcentaje de explantes gusPlus positivos en relacion
al total de nimero de explantes (Heenatigala et al., 2018):

% Eficiencia expresion transitoria =

# de explantes GUS+
x 100

# fotal de explantes
infectados

Se tom6 como explante gus positivo cualquier segmento de hoja que evidenciara al menos

un punto tefido de azul.

2.3 Resultados

2.3.1 Determinacion de la dosis del antibidético de seleccidon

Durante la evaluacion de las concentraciones de higromicina, para determinar la dosis
minima inhibitoria, se observd que los explantes de hoja presentaron muerte gradual en
todas las concentraciones. Los medios de cultivo con concentraciones mayores de 10 mg
L del antibiotico, presentaron amarillamiento y posterior muerte a las 2 semanas (figura 2-
4). Se determin6 5 mg L de higromicina como la dosis minima letal para explantes de hoja
no transformados.

Figura 2-4: Porcentajes explantes muertos a diferentes concentraciones de higromicina

para segmentos de hojas de tomate de arbol comun
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2.3.2 Ensayos preliminares

Los segmentos de hojas de TAC infectados con las cepas LBA4404, EHA105 o AGL1 que
portaban el plasmido pCambia 1305.2, iniciaron la formacion de brotes en medio de cultivo
sin antibiético de seleccion (higromicina), una vez que estos fueron transferidos a medio de
cultivo con higromicina, gradualmente fueron muriendo. Se observé un alto porcentaje de
tejido marchito e incidencia de Agrobacterium en estos, principalmente cuando se infectd
con AGL1 (figura 2-5y 2-6). Cuando las hojas fueron infectadas y transferidas directamente
a medio de cultivo con antibiético de seleccion, no se observo regeneracion de brotes a una
concentracion de 40 mg L* de higromicina. Se determind una concentraciéon no mayor de
5 mg L* para explantes de hojas de TAC, como se menciono anteriormente. Sin embargo,

la regeneracion luego de la infecciéon fue muy lenta o nula.

Figura 2-5: Respuesta de los explantes de hojas de tomate de arbol comun en medio de
induccion de brotes (MIB) infectadas con Agrobacterium con el plasmido pCambia 1305.2,
sin antibiético de seleccién. (A) cepa AGL1, (B) EHA105 y (C) LBA4404
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Figura 2-6: Respuesta de los explantes de hojas de TAC en medio de induccion de brotes
(MIB) con higromicina, después de infeccion con Agrobacterium con el plasmido pCambia
1305.2, mediante las cepas EHA105, AGL1 y LBA4404. 80 explantes por cepa,
acetosiringona 100 puM, cocultivo 4 noches, OD ~0,7
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En ensayos preliminares llevados a cabo en el CIAT, para evaluar larespuesta de explantes
de hoja a la transformacion con la cepa EHA105 + pCambia 1305.2, se observo formacion
de callo en las primeras etapas del subcultivo después de la infeccién y cocultivo, utilizando
medios de cultivo de uso del centro de investigacién. También se observo la formacion de
callo tipo proembriogénico, pero para ningun de estos tipos de callo hubo desarrollo a
brotes. El nUmero de explantes infectados que quedaron fueron reduciéndose con el
tiempo, principalmente por incidencia de la bacteria en el tejido y muerte del mismo, hasta
quedar una caja de petri con dos explantes infectados con EHA105 + pCambia 1305.2
(Chu/NBAs), estos con respuesta de callo tipo proembriogénico y nueve cajas controles
(tabla 2-2, figura 2-7 y figura 2-8).
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Tabla 2-2: Respuesta del proceso de transformacion de hojas de TAC, utilizando la cepa
EHAL105 + pCambia 1305.2, OD bacteriana de ~0.7, medio de seleccion con 5 mg L* de

higromicina, ensayo preliminar CIAT

Medio

; nsién | % % hon % % callo o total
esuspensio bacteria 0 NONYO | harchitos brotes explantes
medio cultivo
|AA/MS 47 0 53 0 30
AA MS control sin
TDZ, con cefo 0 0 100 0 7
AA MS control con
TDZ, con cefo, sin
higro 0 0 100 0 7
AA MS control con
TDZ, con cefo, con
higro 0 0 100 0 7
‘ 0 0 100 0 7
0 0 100 0 30
| 0 0 100 0 10
| 20 0 13 66,67 30
‘ 0 0 0 100 6
AA NBAs control
con higro 5 0 0 0 100 4
| chu 7 ms 53 0 47 0 30
Chu MS control con
TDZ, con cefo, sin
higro 0 0 100 0 5
‘ 0 0 100 0 5
Chu / CPM 0| 36,6666667 63 0 30
0 0 100 10
17 0 33 50 30
0 0 20 80 5
CHu NBAs control
con higro 5 0 0 20 80 5




38 Organogénesis, regeneracion in vitro y expresion de los genes gus, gfp, pcht28 y PpGlu en

tomate de arbol comun (Solanum betaceum Cav.)

Figura 2-7: Grafica de respuestadel procesode transformacionde hojas de TAC, utilizando

la cepa EHA105 + pCambia 1305.2, OD bacteriana de ~0.7, medio de seleccién con 5 mg
L de higromicina, ensayo preliminar CIAT utilizando diferentes medios de cultivos

20 EHA105 + pCambia 1305.2

100
N -

% bact % hongo % marchitos % resp calo
HAA / MS ® AA MS control sin TDZ, con cefo
® AA MS control con TDZ, con cefo, sin higro AA MS control con TDZ, con cefo, con higr
B AA MS sin TDZ, sin cefo, sin higro H AA / CPMA
B AA CPMA control B AA / NBAs
B AA NBAs control sin higro B AA NBAs control con higro 5
EChu/MS B Chu MS control con TDZ, con cefo, sin higro
B Chu MS control con TDZ, con cefo, con higro H Chu/CPM
W Chu CPM control W Chu / NBAs
B Chu NBAs control sin higro CHu NBAs control con higro 5

Figura 2-8: Respuestade callo en algunos segmentos de hoja de tomate de arbol comun,
ensayo preliminar. (A) Control AA/NBAs, (B) control Chu/NBAs, (C) infectado con EHA105
+ pCambia 1305.2 (Chu/NBAs)

Luego de un afio los explantes que sobrevivieron e infectados con pCambia produjeron

inicios de brotes, pero no hubo desarrollo a plantulas, se realizé extraccion de ADN de estos

y se realiz6 pcr para detectar el gen gusPlus con los primers forward:

56 CAACETCGACGATAGCAG3 y reverse: 56 GGTCACAACCGA
producto de 181 pb (Beltran et al., 2009), pero no se observd amplificacion (figura 2-9).
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Figura 2-9: Amplificacion del gen gusPlus de callos de explantes de hoja infectados con
EHA105 + pCambia 1305.2. Gel de agarosa al 2%, tefiido con gelRed. Pca: pCambia

1305.2, C+: control positivo, plasmido extraido de Agrobacterium transformada. C-: control
negativo, sin molde

M pCa pCa C+ C-

- ~181 pb8.

i

De estos ensayos con pCambia 1305.2 se observaron segmentos de hoja gus positivos
luego del cocultivo. Observandose expresion transitoria del gen reportero gusPlus. La
agroinfiltracion de hojas de plantas jovenes de tomate de arbol comun con EHA105 +

pCambia 1305.2 mostré también la expresion del gen reportero gus mediante tincion con
X-Gluc (figura 2-10).

Figura 2-10: Expresion transitoria del gen gusPlus en ensayos preliminares llevados a cabo
en el CIAT, observacion bajo estereoscopio. (A) hoja infiltrada con EHA105 + pCambia
1305.2, tincién directa sin decolorar, (B) hoja transformada con EHA105 + pCambia 1305.2
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2.3.3 Evaluacion de la eficiencia de la expresién transitoria del gen

reportero gusPlus

La eficiencia de la expresion transitoria en segmentos de hoja de tomate de arbol comun,
se midié con base en la expresion del gen reportero gusPlus portado por el plasmido
pCambia 1305.2, y fue observada en forma de tincion azul en los tejidos (gus positivo). Con
el programa ImageJ, se midieron las areas para determinar el porcentaje de area dentro de

cada segmento de hoja gus positiva.

La cepade A. tumefaciens en la gue se observé mayor eficiencia de la expresion transitoria
gus fue EHA105, con un 97,5% de los segmentos de hoja evaluados con tincion azul.
Adicionalmente, el porcentaje de area tefiido en cada segmento de hoja oscilé entre 0 y
70%, es decir, el porcentaje de area de cada explante con expresion transciente gus
positiva. Para el caso de AGL1, la eficiencia de transformacion fue de 71,24%, con un
porcentaje de area gus positiva en cada segmento de hoja entre 0 y 14,6%. La cepa que
presentd la menor eficiencia de transformacion fue LBA4404 con un 38,7% de los
segmentos de hojas con expresion gus positiva, y con un porcentaje de area gus positiva
en las hojas tefiidas que oscilé entre 0 y 2%. (Tabla 2-3 y figuras 2-11y 2-12).

Tabla 2-3: Eficiencia de transformacién con el plasmido pCambia 1305.2, con base en la
expresion del gen reportero gusPlus, utilizando las de A. tumefaciens EHA105, AGL1 y
LBA4404. % Eficiencia de transformacion = # de explantes expresando gus / total de
explantes evaluados x 100

% Eficiencia de transformacion con pCambia 1305.2
Control (sin infectar/transformar) 0
EHA105 97,5
AGL1 71,25
LBA4404 38,75

Figura 2-11: Area gusPlus positiva en explantes de hoja de TAC transformados con las

cepas de A. tumefaciens EHA 105, AGL1 y LBA4404, que portaron el plasmido pCambia
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El método no paramétrico de Kruskal-Wallis permiti6 inferir diferencias estadisticas
significativas entre las cepas evaluadas, con un valor de p < 0,05 (p<0.0001). El analisis de
comparaciones multiples de Dunn mostré 3 grupos de homogeneidad con diferencias
significativas entre ellos, con valores de p< 0,05. Los valores p para cada cepa fueron:
EHA105 p=1,18X10°, AGL1 p=5,89x107 y LBA4404 1,41x10% (figura 2-12).

Figura 2-12: Comparaciones multiples de Dunn del porcentaje de area gusPlus positiva en
segmentos de hojas de TAC transformadas con las cepas de A. tumefaciens EHA 105,
AGL1 y LBA4404, que portaban el plasmido pCambia 1305.2, en contraste con el control
sin transformar

Porcentaje de Area GUS positiva
Kruskal-Wallis, 3°(2) = 125.64, p = <0.0001, n = 240
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Prueba post hoc de Dunn. Letras distintas indican diferencias significativas p<0.05
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2.4 Discusion

Las bacterias Agrobacterium tumefaciens han sido utilizadas para transformaciones de
plantas tanto transitorias como estables. Sin embargo, algunas plantas tienen una tasa
significativamente mas baja de transferencia de genes transitoria y de transformacion
estable, lo que creauna barreratécnica ala hora de llevar a cabo procesos de mejoramiento
genético (Nonaka et al., 2019). Esta barrera estd asociada a la activacion y
desencadenamiento del sistema de defensa de las plantas durante la infeccion de A.
tumefaciens, produciéndose algunos compuesto o metabolitos como etileno y acido
gamma-aminobutirico (GABA), los cuales actian como factores negativos en la interaccion
entre Agrobacterium y la planta (Forlani et al., 2014; Nonaka & Ezura, 2014; Nonaka et al.,
2019).

Aungue la transformacion transitoria de tejidos vegetales no proporciona una integracion
permanente del ADN exdgeno en la progenie de la planta, este método hace posible una
prueba facil y rapida de nuevas construcciones (plasmidos), y de evaluar la capacidad de
transferir el ADN-T por parte de la bacteria a la planta, lo cual es importante para plantas
gue son dificiles de transformar y requieren mucho tiempo para regenerarse (Sanchez-
Alvarez et al., 2019) después de los procesos de infeccion con Agrobacterium, como es el

caso de tomate de arbol.

Atkinson y Garner (1993) fueron los primeros en reportar la transformacion transitoria y
estable en tomate de arbol, variedad tamarillo (roja), quienes indican una eficiencia o
frecuencia de transformacion de discos de hojas de 2 al 35% para la cepa de A. tumefaciens
LBA4404, con base en la expresion gusA positiva, e influenciada por la adicion de
acetosiringona y el precultivo de los explantes de hoja. Los autores indican, que fue dificil
optimizar el proceso de transformacion para tamarillo, ya que ésta no fue siempre
reproducible. Aunque obtuvieron 10 plantulas de los ensayos realizados, que crecieron en
medio de seleccidn, y de las cuales 3 fueron gusA positivas para la tincion histoquimica y

pcr.

Martinez (2002), en un trabajo llevado a cabo en tomate de arbol de las variedades amarillo
(TAA) y rojo-tamarillo (TAR), en el grupo de Biotecnologia Vegetal de la Universidad
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Nacional de Colombia, sede Medellin, reportd un porcentaje de explantes de hoja gus
positivos para EHA105 del 40% y para LBA4404 del 35%, sin diferencias estadisticamente
significativas entre las 2 cepas, similar a lo reportado por Atkinson y Garner para LBA4404.

En contraste, para este trabajo se calculo la eficiencia de la expresion transitoria con base
en la expresion positiva del gen reportero gusPlus en segmentos de hojas de tomate de
arbol comun (TAC), considerando un explante gus positivo cuando un segmento de hoja
presenté al menos un punto con tincién azul. Se obtuvo un porcentaje muy cercano a lo
reportado por Atkinson y Garner (1993), y Martinez (2002), para la cepa LBA4404 con un
38,7% de eficiencia, y encontrdndose una eficiencia mas alta para las cepas EHA105 y
AGL1, con las cuales se obtuvieron 97 y 71% de eficiencia, respectivamente. Contrario a lo
qgue reporta Martinez, en este trabajo si se encontr6 un efecto de las cepas de A.
tumefaciens sobre la cantidad de explantes de hojas gus positivos, y de area gus positiva,
con diferencias estadisticas significativas entre las cepas. Esto indica que hay una buena
tasa de transferencia del ADN-T a tejidos de hoja de TAC, visualizada con el gen reportero

gusPlus.

Las cepas de Agrobacterium pueden afectar la frecuencia de transformacion ya que
diferentes cepas tienen distintos niveles de virulencia e interacciones con diferentes
especies hospederas. Se ha reportado ampliamente que la cepa EHA105 al ser
supervirulenta exhibe una alta frecuencia de transformacion o de transferencia de ADN-T
(Pratheesh et al., 2012; Wang et al., 2019). Lo que concuerda con los resultados obtenidos
en este trabajo mediante la expresién transitoria de gusPlus y que presentan un porcentaje
muy alto para la cepa EHA105. Fu et al. (2015) reportan una eficiencia de expresion
transitoria de gus en cotiledones de jatropha cercano a lo encontrado en este estudio con
un 92% de eficiencia para la cepa EHA105. Mientras que otros estudios, como el de Chen
et al. (2010), reportan a AGL1 comola cepa con el mejor porcentaje de expresion transitoria
de gusPlus, con un 54% (menor que en este estudio) en plantulas de semilla de un pasto,
y utilizando también el pldsmido pCambia 1305.2. En contraste, Kaur y colaboradores
(2020), reportan para el caso de papa (S. tuberosum) variedad Kufri Chipsona, una
expresion gus transitoria significativamente superior cuando se infect6 con la cepa EHA105
en contraste con la cepa LBA4404, obteniendo valores de hasta 77,8% de expresion de

gusA en el caso de hojas, y utilizando el plasmido pBI121. Dénmez et al. (2019) reportaron
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la cepa AGL1 como la mejor para expresar el gen gusA para hojas de S. chacoense (papa
diploide) con un 100% de expresion, y EHA105 con 93.33% (cercano a lo encontrado en
este trabajo) y LBA4404 con un 80% (mucho mayor que lo obtenido en este trabajo), ellos
utilizaron el vector pBIN19. Contrario para papa variedad Desiree, los investigadores
encontraron porcentajes muy bajos con un 13,33% para EHA105 y un 6,67% para
LBA4404, y nada de expresion de gusA para la cepa AGL1 (Dénmez et al., 2019).

El incremento en la expresion génica transitoria no tiene necesariamente una correlacion
definida conun aumento en la produccién de transformantes estables. Sin embargo, es un
primer e importante paso para procesos de transformacion estable, con genes o
caracteristicas deseables. Algunos trabajos reportan que las eficiencias de transformacion
aumentaron después de la optimizacion de la expresion transitoria, como es el caso de la
soya y el castafio de Indias (Trick & Finer, 1998). Por otro lado, el gen gusPlus al ser un
gen optimizado para su expresion en plantas, se fija y se expresa mejor que el gen gusA,
encontrado en los plasmidos utilizados por Atkinson y Garner (1993), y Martinez (2002).
Ademas, el péptido sefial microbiano rico en glicina (GRP) del fragmento alfa lacZ del
plasmido pCambia 1305.2 (figura 2-2) permite la secrecion de la enzima del citoplasto al
apoplasto (Chen et al., 2010), es decir, una mayor actividad y difusién dentro del tejido, asi
como la excrecion del mismo.

El marcador de selecciénes importante y fundamental para los procesos de transformacion.
La higromicina se ha utilizado ampliamente como marcador seleccionable negativo en
varias especies como maiz, arroz, tomate y algodén, donde el gen de la higromicina B
fosfotransferasa (hpt) inactiva la higromicina a través de la fosforilacion (Rao et al., 1983;
Wang et al., 2019). La concentracién de higromicina es critica, ya que es frecuente que
ocurra inhibicion del crecimiento celular en exceso de este antibiotico (Ohnuma et al., 2020).
En este trabajo, la concentracion minima inhibitoria de higromicina establecida para
segmentos de hoja de TAC fue de 5 mg L. Especies relacionadas, como papa (S.
tuberosum) también reportan esta concentracion para explantes de hoja (Ohnuma et al.,
2020; Orbegozo et al., 2013), asi como especies no relacionadas como jatropha (He et al.,
2009), palma de aceite (Fakhrana et al., 2019) y lenteja de agua (Khvatkov et al., 2015). La
sensibilidad diferencial a la higromicina puede ser debido a la especie vegetal, variedad y

al explante utilizado (Fakhrana et al., 2019), comolo reportan Ohnumaet al. (2020), quienes
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encuentran diferencias entre dos cultivares de papa, con concentraciones de higromicina
gue pueden variar entre 3 y 10 mg L. En contraste, otros autores reportan el uso de
concentraciones mas altas, como para el caso de S. trilobatum donde utilizaron una
concentracién minima de higromicina de 15 mg L, como marcador de seleccion (Shilpha
et al., 2016), y para papa con una concentracion de 20 mg L de higromicina (Hussain et
al., 2019).

Aunque se llevaron a cabo varios ensayos de transformacion transitoria, luego de la
infeccion de los tejidos no se logro la regeneracion de plantulas completas transformadas,
pese a que algunas veces se pudo ver formacion de callo. Atkinson y Garner (1993)
reportan que la regeneracion in vitro en tomate de arbol tamarillo toma mucho mas tiempo
(meses) en tejidos transformados y que crecen en medio de cultivo con antibiético de
seleccion, en comparacion con el control sin infectar con Agrobacterium. Adicionalmente,
Martinez reporta un efecto significativo de la cepa sobre la regeneracion de los explantes
de hoja de tomate de arbol amarillo y rojo, siendo la cepa LBA4404 con la que encontr6 una
mejor regeneracion in vitro con respecto a la cepa EHA105. Ya es conocido que las cepas
EHA105 y AGL1 son més virulentas en comparacion con LBA4404. Si bien, la virulencia
puede beneficiar el proceso de transferencia del ADN-T al tejido vegetal, también puede ser
mas dificil de eliminar del tejido, como ha sido reportado por EHA105 en comparacion con
LBA4404 (Kaur et al., 2020; Terakami et al., 2007).

2.5 Conclusiones

La concentracion minima inhibitoria del antibiotico de seleccién higromicina para segmentos
de hoja de TAC fue de 5 mg L.

La expresion transitoria del gen reportero gusPlus permitio evidenciar la incorporacion de
ADN-T proveniente de Agrobacterium tumefaciens en tejidos de hoja de tomate de arbol
comun, observandose una mayor expresion utilizando la cepa EHA105.

Se encontrd una alta recalcitrancia a la regeneracion in vitro después de los procesos de
infeccion de hojas de tomate de arbol comun con A. tumefaciens. Asi como
sobrecrecimiento de la bacteria que causa la muerte del tejido, como respuesta del
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mecanismo de defensa de la planta a la infeccion por Agrobacterium y posible rusticidad de

la misma.
La cepa de A. tumefaciens EHA105 mostré una mejor eficiencia de transferencia de ADN-

T en tomate de arbol comun, con base a la expresion positiva del gen gusPlus (97,5% de
explantes gus positivos), en comparacion con las cepas LBA4404 y AGL1.

2.6 Bibliografia

Atkinson, R. G., & Gardner, R. C. (1993). Regeneration of transgenic tamarillo plants. Plant
Cell Reports, 12, 3471 351. https://doi.org/10.1007/BF00237433

Beltran, J., Jaimes, H., Echeverry, M., Ladino, Y., Lopez, D., Duque, M. C., Chavarriaga, P.,
& Tohme, J. (2009). Quantitative analysis of transgenes in cassava plants using real-
time PCR technology. In Vitro Cellular and Developmental Biology - Plant, 45(1), 48i
56. https://doi.org/10.1007/s11627-008-9159-5

Bertani, G. (1951). Studies on lysogenesis I. The mode of phage liberation by lysogenic
Escherichia coli. J. Bacteriol., 62 (3), 2931 300. doi:10.1128/jb.62.3.293-300.1951

BioFeng. (2013). pCambial305.2. Recuperado de
http://www.biofeng.com/zaiti/zhiwu/pCambial305.2.html

Cambia Labs. GusPlus Project. Canberra, Australia. Recuperado de

https://cambia.org/welcome-to-cambialabs/cambialabs-projects/cambialabs-projects-

gusplus-project-1/cambialabs-projects-gusplus-project-qusplus-overview-2/

Chen, X., Equi, R., Baxter, H., Berk, K., Han, J., Agarwal, S., & Zale, J. (2010). A high-
throughput transient gene expression system for switchgrass (Panicum virgatum L.)
seedlings. Biotechnology for Biofuels, 3(1), 9. https://doi.org/10.1186/1754-6834-3-9



https://doi.org/10.1007/BF00237433
https://doi.org/10.1007/s11627-008-9159-5
http://www.biofeng.com/zaiti/zhiwu/pCambia1305.2.html
https://cambia.org/welcome-to-cambialabs/cambialabs-projects/cambialabs-projects-gusplus-project-1/cambialabs-projects-gusplus-project-gusplus-overview-2/
https://cambia.org/welcome-to-cambialabs/cambialabs-projects/cambialabs-projects-gusplus-project-1/cambialabs-projects-gusplus-project-gusplus-overview-2/
https://doi.org/10.1186/1754-6834-3-9

Capitulo 2 47

Diaz, M., Zappacosta, D., Frazone, P., & Rios, R. (2010). Aplicaciéon de la transformacion
genética al mejoramiento vegetal. In G. Levitus, V. Echenigue, C. Rubinstein, E. Hopp,
& L. Mroginski (Eds.), Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il (2nd ed., pp. 243i 257).
INTA.

Donmez, B.A., Dangol, S.D., & Bakhsh, A (2019). Transformation efficiency of
five Agrobacterium strains in diploid and tetraploid potatoes. Sarhad Journal of
Agriculture, 35(4), 1344-1350. Doi:
http://dx.doi.org/10.17582/journal.sja/2019/35.4.1344.1350

Fakhrana, I., Nurfahisza, R., Rasid, O., & Ahmad, G. (2019). Minimal inhibitory concentration
of hygromycin for selecting transformed oil palm embryogenic calli. Journal of Oil Palm
Research, 31(1), 14i 27. https://doi.org/10.21894/jopr.2018.0063

Fenwick, A. (2004). ¢Cbémo se hacen las plantas transgénicas? Colorado, E.E.U.U.

Recuperado de http://cls.casa.colostate.edu/Cultivos Transgenicos/sp _how.html

Fernandez Perrino, F. J. (2006). Veget al es transg®ni cos

perspectiva técnica. Revista Fitotecnia Mexicana, 29, 951 102.

Forlani, G., Bertazzini, M., & Giberti, S. (2014). Differential accumulation of 9-aminobutyric
acid in elicited cells of two rice cultivars showing contrasting sensitivity to the blast
pathogen. Plant Biol., 16 (6), 11271 1132. Doi: 10.1111/ plb.12165

Fu, Q., Li, C., Tang, M,, Tao, Y.-B., Pan, B.-Z, Zhang, L., Niu, L., He, H., Wang, X., & Xu,
Z.-F. (2015). An efficient protocol for Agrobacterium-mediated transformation of the
biofuel plant Jatropha curcas by optimizing kanamycin concentration and duration of
delayed selection. Plant Biotechnology Reports, 9(6), 4051 416.
https://doi.org/10.1007/s11816-015-0377-0

Mi t os

y


http://dx.doi.org/10.17582/journal.sja/2019/35.4.1344.1350
https://doi.org/10.21894/jopr.2018.0063
http://cls.casa.colostate.edu/CultivosTransgenicos/sp_how.html
doi:%2010.1111/%20plb.12165
https://doi.org/10.1007/s11816-015-0377-0

48 Organogénesis, regeneracion in vitro y expresién de los genes gus, gfp, pcht28 y PpGlu en

tomate de arbol comun (Solanum betaceum Cav.)

Gelvin, S. (2006). 6. Agrobacterium Virulence Gene Induction. En K. Wang (Ed.), Methods
in Molecular Biology. Agrobacterium Protocols Volumen | (2 ed., vol. 343, pp. 77-84).
Humana Press Inc.

Gelvin, S. B., & Filichkin, S. A. (1994). Processing of the T-DNA from the Agrobacterium
tumefaciens Ti-plasmid. En: Kado, C.I., Crosa, J.H. (eds) Molecular Mechanisms of
Bacterial Virulence. Developments in Plant Pathology, vol 3. Springer, Dordrecht.
https://doi.org/10.1007/978-94-011-0746-4 15

Glick, B. R., Pasternak, J. ., & Patten, C. L. (2010). Molecular Biotechnology: Principles and
Applications of Recombinant DNA (4th ed.). AMS press.
https://doi.org/10.1128/9781555819378

He, Y., Pasapula, V., Li, X,, Lu, R., Niu, B., Hou, P., Wang, Y., Xu, Y., & Chen, F. C. (2009).
Agrobacterium tumefaciens-mediated Transformation of Jatropha curcas: Factors
Affecting Transient Transformation Efficiency and Morphology Analysis of Transgenic
Calli. Silvae Genetica, 58(1i 6), 1231 128. https://doi.org/10.1515/s9-2009-0016

Heenatigala, P. P. M., Yang, J., Bishopp, A., Sun, Z, Li, G., KuMar, S., Hu, S., Wu, Z, Lin,
W., Yao, L., Duan, P., & Hou, H. (2018). Development of Efficient Protocols for Stable
and Transient Gene Transformation for Wolffia Globosa Using Agrobacterium.
Frontiers in Chemistry, 6, 227. https://doi.org/10.3389/fchem.2018.00227

Howard, E. A., & Citovsky, V. (1990). The emerging structure of the Agrobacterium T-DNA
transfer complex. BioEssays, 12, 103-108. https://doi.org/10.1002/bies.950120302

Hussain, I., Rashid, H., Muhammad, A., Ali, K., Asghar, R., Saglan, S. M., Faqir, N., & Hyder,
M. Z. (2019). Introduction of rice chitinase gene in potato by Agrobacterium-mediated
transformation. Pak. J. Agri. Sci, 56(1), 71 13.
https://doi.org/10.21162/PAKJAS/19.8154

Kaur, A., Guleria, S., Reddy, M. S., & Kumar, A. (2020). A robust genetic transformation

protocol to obtain transgenic shoots of Solanum tuberosumL . cul t i var

OKufri


https://doi.org/10.1007/978-94-011-0746-4_15
https://doi.org/10.1128/9781555819378
https://doi.org/10.1515/sg-2009-0016
https://doi.org/10.3389/fchem.2018.00227
https://doi.org/10.1002/bies.950120302
https://doi.org/10.21162/PAKJAS/19.8154

Capitulo 2 49

1. O6Physiology and Molecular Biology of Plants, 26(2), 367i377.
https://doi.org/10.1007/s12298-019-00747-4

Khvatkov, P., Chernobrovkina, M., Okuneva, A., Pushin, A., & Dolgov, S. (2015).
Transformation of Wolffia arrhiza (L.) Horkel ex Wimm. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture (PCTOC), 123(2), 299i 307. https://doi.org/10.1007/s11240-015-0834-z

Lacorte, C. (1998). Glucuronidase (GUS). En: Brasileiro A, V. Carneiro, editors. Manual de
Transformagdo Genética de Plantas. Brasiia. EMBRAPASPI/EMBRAPA-Cenagen,
128-129.

Martinez, D. (2002). Factores que influyen en la transformacién genética del tomate de arbol
(Solanum betacea) mediada por Agrobacterium tumefaciens. Tesis de maestria.
Universidad Nacional de Colombia, Medellin.

Miki, B., & McHugh, S. (2004). Selectable marker genes in transgenic plants: applications,
alternatives and biosafety. J Biotechnal.,107, 193i 232. Doi:
https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2003.10.011

Mudunkothge, J. S., & Krizek, B. A. (2014). The GUS Reporter System in Flower
Development Studies. In Methods in Molecular Biology (Vol. 1110, pp. 295i 304).
https://doi.org/10.1007/978-1-4614-9408-9 15

Nonaka, S., & Ezura, H. (2014). Plant-Agrobacterium interaction mediated by ethylene and
super-Agrobacterium conferring efficient gene transfer. Front. Plant Sci., 5, 681. Doi:

https://doi.org/10.3389/fpls.2014.00681

Nonaka, S., Someya, T., Kadota, Y., Nakamura, K., & Ezura, H. (2019). Super-
Agrobacterium ver. 4: Improving the Transformation Frequencies and Genetic
Engineering Possibilities for Crop Plants. Frontiers in Plant Science, 10, 1204.
https://doi.org/10.3389/fpls.2019.01204



https://doi.org/10.1007/s12298-019-00747-4
https://doi.org/10.1007/s11240-015-0834-z
https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2003.10.011
https://doi.org/10.1007/978-1-4614-9408-9_15
https://doi.org/10.3389/fpls.2014.00681
https://doi.org/10.3389/fpls.2019.01204

50 Organogénesis, regeneracion in vitro y expresién de los genes gus, gfp, pcht28 y PpGlu en

tomate de arbol comun (Solanum betaceum Cav.)

Ohnuma, M., Teramura, H., & Shimada, H. (2020). A simple method to establish an efficient
medium suitable for potato regeneration. Plant Biotechnology, 37(1), 25i 30.
https://doi.org/10.5511/plantbiotechnology.19.1209a

Orbegozo, J., Roméan, M. L., Rivera, C., Tovar, J. C., Perez, W., Gamboa, S., Forbes, G.,
Kreuze, J., & Ghislain, M. (2013). Agrotransformacion y evaluacion de la resistencia
a Phytophthora infestans en Solanum tuberosum L. variedad Désirée. Revista
Peruana de Biologia, U. Mayor de San Marcos, 20(3), 205i210.
http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=195030135001

Pratheesh, P., M., S. G,, Thomas, J., |, A. C., & G., M. K. (2012). Study on efficacy of
different Agrobacterium tumefaciens strains in genetic transformation of microalga
Chlamydomonas reinhardtii. Advances in Applied Science Research, 3(5), 2679i
2686.

Rao, R. N., Allen, N. E., Hobbs, J. N. Jr, Alborn, W. E. Jr, Kirst, H. A. & Paschal, J. W.
(1983). Genetic and enzymatic basis of hygromycin B resistance in Escherichia coli.
Antimicrob Agents Chemother., 24(5), 689-95. Doi: 10.1128/AAC.24.5.689

Sanchez-Alvarez, A., Ruiz-Lépez, N., Moreno-Pérez, A. J., Martinez-Force, E., Garcés, R.,
& Salas, J. J. (2019). Agrobacterium-Mediated Transient Gene Expression in
Developing Ricinus communis Seeds: A First Step in Making the Castor Oil Plant a
Chemical Biofactory. Frontiers in Plant Science, 10, 1111,
https://doi.org/10.3389/fpls.2019.01410

Shilpha, J., Jayashre, M., Largia, M. J. V., & Ramesh, M. (2016). Directshoot organogenesis
and Agrobacterium tumefaciens mediated transformation of Solanum trilobatum L.,"
Turkish Journal of Biology, 40(4), 866-877. Doi: https://doi.org/10.3906/biy-1509-83

Terakami, S., Matsuta, N., Yamamoto, T., Sugaya, S., Gemma, H., & Soejima, J. (2007).
Agrobacterium-mediated transformation of the dwarf pomegranate (Punica granatum
L. var. nana). Plant Cell Reports, 26(8), 1243i 1251. https://doi.org/10.1007/s00299-
007-0347-2



https://doi.org/10.5511/plantbiotechnology.19.1209a
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=195030135001
https://doi.org/10.1128/aac.24.5.689
https://doi.org/10.3389/fpls.2019.01410
https://doi.org/10.3906/biy-1509-83
https://doi.org/10.1007/s00299-007-0347-2
https://doi.org/10.1007/s00299-007-0347-2

Capitulo 2 51

Trick, HN., & Finer, JJ. (1998). Sonication-assisted Agrobacterium-mediated
transformation of soybean [Glycine max (L.) Merrill] embryogenic suspension culture
tissue. Plant Cell Rep., 17(6-7), 482-488. Doi: 10.1007/s002990050429

Valderrama, A., Arango, R., & Afanador, L. (2005). Transformacion de plantas mediada por
Agrobacterium.  Rev. Fac. Nal.  Agr. Medellin, 59,  2569i 2585.
https://doi.org/10.15446/rfnam

Wang, X., Chen, X., Cheng, Q., Zhu, K., Yang, X., & Cheng, Z. (2019). Agrobacteriumi
mediated Transformation of Kalanchoe laxiflora. Horticultural Plant Journal, 5(5), 221i
228. https://doi.org/10.1016/j.hp{.2019.07.001

Wise, A., Liu, Z, & Binns, A. N. (2006). 1. Culture and maintenance of Agrobacterium
strains. En K. Wang (Ed.), Methods in Molecular Biology. Agrobacterium Protocols
Volumen | (2 ed., vol. 343, pp. 3-13). Humana Press Inc.

Xiong, A. S., Peng, R. H., Zhuang, J., Chen, J. M., Zhang, B., Zhang, J., & Yao, Q. H. (2011).
A thermostable b-glucuronidase obtained by directed evolution as a reporter gene in
transgenic plants. PloS one, 6(11), e26773. Doi:
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0026773

Zambryski, P. C. (1992). Chronicles from the Agrobacterium-Plant Cell DNA Transfer Story.
Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology, 43(1), 465i 490. Doi:
https://doi.org/10.1146/annurev.pp.43.060192.002341



https://doi.org/10.1007/s002990050429
https://doi.org/10.15446/rfnam
https://doi.org/10.1016/j.hpj.2019.07.001
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0026773
https://doi.org/10.1146/annurev.pp.43.060192.002341




Capitulo 3 53

3. Evaluacionde la expresion transitoriadel
constructocon el gen quitinasa (pcht28) o
glucanasa (PpGlu), en tomate de arbol
comun mediante agroinfiltracion.

3.1 Introduccion

La agroinfiltracién en plantas es un método simple y eficaz para la transferencia de un gen

de interés en las células huésped. Las bacterias A. tumefaciens recombinantes que

albergan un vector de expresion binario se introducen directamente en los espacios

extracelulares de las hojas mediante infiltracion al vacio o inyeccion directa con una jeringa

sin aguja (Donini & Marusic, 2019). Este método se puede aplicar tanto al tejido de la hoja

como a otros 6rganos de las plantas, como frutas y bayas, y especies de plantas

recalcitrantes a la regeneracion (Kaur et al., 2021). La infiltracion mediante jeringa es mas

f8cil de |l evar a cabo y m8s wut i I0O8),zsamrcipagh pequef
ventaja en que diferentes genes, solos o en combinacion, pueden ser expresados juntos en

una mismahoja (Ma et al., 2012).

La transferencia de genes a través de la agroinfiltracion permite la transferencia de T-ADN
en todas las capas celulares de la hoja, incluidos los espacios intercelulares en la epidermis
superior, la epidermis inferior y el paréngquima en empalizada, el parénquima esponjoso y
las capas de células intersticiales. El proceso de agroinfiltracion es temporal, ya que

permanece en el sistemavivo durante un periodo limitado (Krishnan et al., 2019).

Mediante la técnica de agroinfiltracion se producen resultados en pocos dias, lo que hace
gue la expresion transitoria en plantas sea una opcion atractiva para el estudio de la

expresion de genes y la produccién de proteinas. Por tanto, la agroinfiltracion se puede
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utilizar para evaluar rapidamente la actividad de las construcciones de expresion y para
producir pequefias cantidades de proteina recombinante para analisis funcional (Carvalho
et al., 2016; Wroblewski et al., 2005). Estos plazos se comparan muy favorablemente con
el proceso de generacion de plantas transgénicas estables in vitro, que requiere mucho
tiempo y recursos. El sistema de expresion transitoria también es flexible, ya que permite la
expresion de mudltiples genes simultaneamente y proporciona un indicador confiable y
reproducible del rendimiento del constructo de expresion, ya que evita los efectos
posicionales normalmente asociados con plantas transgénicas estables (Kapila et al., 1997;
Kaur et al., 2021).

La expresion transitoria en hojas mediante la agroinfiltracion de A. tumefaciens se emplea
rutinariamente en varias areas de investigacion en biologia molecular, no sélo para la
expresion de genes externos o silenciamiento génico sino también para la evaluacion de
posibles secuencias promotoras, para detectar interacciones proteicas y para evaluar
posibles genes candidatos (Kaur et al.,, 2021; Ma et al., 2012). En el campo de la
fitopatologia molecular, esta aproximacion se usa especialmente para la caracterizaciéon de

genes de resistencia (Leckie & Stewart, 2011).

Con el fin de evaluar la expresion transitoria del constructo que portaba el gen pcht28 o
PpGlu en TAC (genes propuestos para ser introducidos en plantas de tomate de arbol
mediante transformacion genética), se realizé la infiltracién de hojas con la cepa EHA105
portando uno de los dos genes en el plasmido pMDC85, y posteriormente se colectaron las
muestras para extraer ARN y realizar gqPCR para ver la expresion relativa en base al gen
constitutivo Rpl8 y el gen gfp (mgfp6, reportero del plasmido). Adicionalmente, se infiltraron
frutos de TAC, los cuales posteriormente fueron infectados con el hongo C. tamarilloi, y se

evalud el crecimiento del hongo en los diversos tratamientos.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Agrobacterium tumefaciens

Para las agroinfiltraciones se utilizé la cepa EHA105 de A. tumefaciens que portaba el

plasmido pMDC85::quitinasa (gen pcht28) o el plasmido pMDC85::glucanasa (gen PpGlu).
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El plasmido contiene el gen reportero mgfp6 (fluorescencia verde) y genes de resistencia a
kanamicina en bacterias e higromicina en plantas, bajo control del promotor CaMV35s. Los
genes se mandaron a disefiar a GenScript, e introducir cada uno en el plasmido pMDC85
entre las regiones attR1 y attR2, quedando el gen de resistenciaa cloranfenicol no funcional
(figura 3-1). Los plasmidos con cada gen fueron clonados en E. coli DB3.1y se transformo
la cepa EHA105 de A.tumefaciens como se describe en el anexo F.

Figura 3-1: Plasmido pMDCS8S5, utilizado para insertar los genes pcht28 o PpGlu.

nos terminator Sac 1(269)
|| Cla I(620)
mgfpG
| Neo 1(839)
|1 Epn I1(1020)
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Fuente: Arabidopsis Biological Resource Center, 2005.

Las bacterias transformadas fueron crecidas en medio YEP soélido con 50 mg L*! de
kanamicina, 50 mg L de rifampicinay 5 mg L de higromicina, por 2 noches a 28°C. Luego
se tomdé un loop de bacteria 'y se resuspendio en agromix (MgClz a 10mM, MES a 10 mMy
acetosiringona a 150 puM), se ajusto la OD a 0,7 mediante un espectrofotdmetro (Thermo
Scientific Genesys 20), se incubaron las bacterias por 1 hora a 21+°C en agitacion, y se

procedio a infiltrar.

3.2.2 Agroinfiltracion de hojas de tomate de arbol comun

Para las infiltraciones se utilizaron plantas de TAC de alrededor de 25-30 cm de altura,

germinadas o compradas en vivero (Germioriente), para lo que se utilizé una jeringa sin
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aguja de 1 ml por el envés de la hoja, pinchando sutiimente una vez en el lugar a infiltrar y
presionando la jeringa suave pero firmemente tratando de no romper la hoja y sin dejar
escapar la solucion. Las zonas infiltradas fueron marcadas para posterior colecta de la
muestra (figura 3-2).

Figura 3-2: (A) Infiltracion de hojas de TAC con suspensiones bacterianas de A.

tumefaciens, cepa EHA105. (B) Marcaje de las zonas infiltradas

Las bacterias con el constructo para cada gen fueron infiltradas en hojas diferentes como
se muestraen el esquema de la figura 3-3. Es decir, una hoja infiltrada con EHA105 con el
plasmido pMDC85::quitinasa, en otra hoja la bacteria con el plasmido pMDC85::glucanasa,
y en otra hoja EHA105+pCambia 1305.2, este ultimo como un control adicional de
expresion. En cada hoja con un gen se colocaron dos controles correspondientes a la
solucién agromix sin bacteria (control negativo) y EHA105+pMDC85 vacio (sin gen de
interés) y una zona sin infiltrar. En la hoja infiltrada con pCambia 1305.2 solo se puso
agromix como control, y una zona sin infiltrar. Se realizaron 2 réplicas de infiltracion para
cada constructo. Para ver la expresion transitoria de los constructos se establecieron
tiempos de 0 (comocontrol) a 5 dias cada uno con sus dos réplicas de infiltracion, haciendo
colecta de las muestras con nitrégeno liquido dentro de estos rangos de tiempos. Las
plantas se mantuvieron a una temperatura de 19°C y fotoperiodo de 12 horas.
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Para el caso del plasmido pCambia 1305.2 se realiz0 tincion histoquimica con X-gluc, como
se describe en la seccién 2.2.4, con el fin de observar la expresion de gusPlus en las areas
infiltradas del dia 0 al 5. Para esto, se tomaron seis segmentos pequefios de hojas de cada
dia, que fueron tefiidos y observados al microscopio (Nikon Eclipse E200), se contaron las
células del parénquima gusPlus positivas vs células totales y se calculd el porcentaje de
células gus positivas ((células azules en campo visual / total de células de campo visual) x
100), se realiz6 el conteo en 10 campos visuales en cada uno de los seis segmentos de
hoja, 360 campos fueron observados mas 60 campos del control sin infiltrar, con un total de

420 campos observados.

Figura 3-3: Esquema de infiltracion con suspensiones de A. tumefaciens en hojas de TAC,
para cada gen/tratamiento con 3 controles. (A) Infiltracion con EHA105 +
pMDCS85::quitinasa mas los controles. (B) Infiltracion con EHA105 + pMDC85::glucanasa
mas los controles. (C) Infiltracion con EHA105 + pCambia 1305 mas los controles

3.2.2.1 RT qPCR

Se realizo una RT gPCR con el fin de ver la expresion diferencial de los genes de interés
en las hojas infiltradas de TAC, utilizando primers o cebadores para el gen mgfp6 (gen de
la proteina fluorescente) para determinar la expresion indirecta de los genes pcht28 y
PpGlu. Como gen constitutivo y/o de referencia se utilizé el gen de la proteina ribosomal L8
de la subunidad 60s Rpl8, con el cual se normalizo la expresion del gen gfp. Para esto se
realizé extraccion de ARN de las areas de las hojas infiltradas con la bacteria o sin ella
(control), mediante el kit de extraccion de ARN life technology de invitrogen, a partir del cual
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se sintetizo el ADNc (Thermo Scientific RevertAid first strans cDNA synthesis kit). El ARN
se cuantificé mediante nanodrop y se revisé la calidad en gel de agarosa al 2% previo a la
sintesis de ADNc. Para la gPCR se utilizé el kit Maxima SYBR Green qPCR master mix (2x)
de Thermo Scientific, ajustando los reactivos para un volumen final de 14 pl. Cada muestra
correspondiente a los tiempos de 0, 2, 3, 4y 5dias se corrié por triplicado con los controles
correspondientes (tabla 3-1). Para las corridas, se utilizé en el equipo Rotor-Gene Q de

Qiagen.

El programa de gPCR fue de 10 minutos iniciales a 95°C y 36 ciclos de: 95°C 15 segs y
60°C 60 segs.

Tabla 3-1: Esquema de réplicas por cada montaje de qPCR a partir del ADNc de las
muestras infiltradas del 0 al 5 dia. x3= por triplicado, x1= por 1, x2= por duplicado. El rotor
tiene capacidad para 36 muestras para cada corrida

ADNCc constructo Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Controlsin Control
Quit/Gluc 0 2 3 4 5 molde ADNc TAC
Primers gfp x3 x3 X3 x3 x3 x1 X2
Primers Rpl8 X3 x3 X3 x3 x3 x1 X2

3.2.3 Infiltracion de frutos de tomate de arbol comuin

Para la infiltracién de frutos, estos fueron desinfectados sumergiéndolos en NaClO al 1%
por 20 minutos, lavados con abundante agua y secados con toallas de papel. Las
suspensiones bacterianas fueron preparadas segun lo mencionado en la seccion 3.2.1, e
inyectadas de manera horizontal, en el centro de cada fruto, entre el epicarpio y el
mesocarpio, es decir, entre la cascaray la pulpa, y se coloc6 una cinta adhesiva plastica
en la puncion, inmediatamente se saco la aguja para evitar que todo el liquido se saliera.
Se marco el area para indicar la zona de la infiltracion de las suspensiones para facilitar
ubicar el punto de infeccion (figura 3-4 Ay B). Los frutos fueron ubicados en camarahumeda
(cajas transparentes plasticas de 35 x 24 cm x 12 cm con tapa, Yy rejilla sobre la que se

ubicaron 6 frutos), y mantenidos a temperatura ambiente de ~25°C.
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Se inyectaron 10 frutos por cada tratamiento, con un total de 40 frutos infectados. Los
tratamientos fueron los siguientes:

1. EHA105 + pMDC85::quitinasa

2. EHA105 + pMDCS85::glucanasa

3. EHA105 + pMDC8S5 (vacio)

4. Control, soluciéon de resuspension agromix (sin bacterias)

3.2.3.1 Infeccion de frutos infiltrados

La infeccion de los frutos con el hongo C. tamarilloi se llevé acabo 2 dias después de la
infiltracion, retirando la cinta y mediante el método de gota, se coloco 5 pl de suspension
de esporas del hongo a una concentracion de 1x108 en el centro de la zona infiltrada (figura
3-4C). El hongo fue aislado del fruto en medio de cultivo PDA. El crecimiento del hongo se
monitored cada 2 dias y se registro el diametro del hongo a los 7, 15y 21 dias

Figura 3-4: (A) Infiltracién de frutos de tomate de &rbol comuan. (B) Sellado y marcaje

después de infiltracién. (C) Infeccién por gota de fruto de TAC infiltrado con C. tamarilloi

3.2.4 Andlisis estadistico

A partir de los datos de gPCR obtenidos para hojas infiltradas de TAC se determiné
el Ct para cada muestra, y se les calcul6 el delta-delta Ct, para normalizar los datos

con respecto al control (=1), y determinar la expresion relativa del gen mgfp6 en las
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muestras, a estos datos se aplico un analisis de ANOVA y comparaciones pareadas
de t-student con respecto al control normalizado. Para el caso de hojas y células
gusPlus positivas se realizd un andlisis no paramétrico usando la prueba de suma
de rangos de Kruskal Wallis y comparaciones multiples de Dunn. Para los frutos se
realiz6 un analisis de varianza ANOVA y comparaciones multiples de Tukey. Para

los tres grupos de datos se utilizd el paquete estadistico R.

3.3 Resultados

3.3.1 Agroinfiltracion de hojas de tomate de arbol comin y RT gPCR

La expresion del gen gfp (mgfp6) fue normalizada con el gen constitutivo Rpl8, con el fin de
evaluar la expresion indirecta del gen pcht28 (qutinasa) o PpGlu (glucanasa). Debido a que
los primers para quitinasa también amplificaron para ADN de tomate de arbol comun, no
fue posible usar este gen para evaluar directamente su expresion, por lo cual se tomé el
gen mgfp6 (contenido en el plasmido pMDC85) como medida indirecta de la expresion y/o
de la funcionalidad del constructo. Se aplicé lo mismopara glucanasa. De los seis montajes
de gPCR, cada muestra por triplicado, solo a tres conjuntos de datos se les pudo aplicar los
célculos y analisis estadisticos.

Para los tres analisis, mediante los ANOVA se encontraron diferencias significativas en al
menos uno de los dias evaluados con un p< 0,05 (figuras 3-5, 3-6 y 3-8). Para el caso del
constructo que contenia el gen pcht28 (quitinasa), las comparaciones t-student mostraron
diferencias estadisticas significativas entre los dias evaluados con respecto al control
normalizado, pero el gen mgfp en relacion al gen de referencia Rpl8 se encontro
subexpresado o reprimido, ya que los valores se encuentran por debajo del valor del control
normalizado (=1) (tabla 3-2, figura 3-5). Sin embargo, se observo sobreexpresion de mgfp6
para el dia 5 después de la infiltracibn con EHA105+pMDC85::pcht28, con diferencia
estadistica significativa (tabla 3-3, figura 3-6). La electroforesis en agarosa mostro la
presencia de bandas para los genes gfp (108 pb) y Rpl8 (~120 pb) para muestras de hojas
infiltradas con EHA105+pMDC85::pcht28 (figura 3-7).
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Tabla 3-2: Comparaciones mediante t-student de las muestras infiltradas con el constructo

con pcht28, primera corrida. (*) indica diferencias significativas

Comparacion P p. ajustado
control-d2 0,00000245**** | 0,0000245****
control-d3 0,00000207**** | 0,0000207****
control-d4 0,0000198**** | 0,000198***
control-d5 0,0000106**** | 0,0000106****
d2-d3 0,862 1,00

d2-d4 0,0729 0,729

d2-d5 0,384 1,00

d3-d4 0,0524 0,524

d3-d5 0,481 1,00

d4-d5 0,0154* 0,154

Figura 3-5: ANOVA y comparaciones mediante la prueba t-student, primera corrida para el

constructo con el gen pcht28

Expresion de gfp normalizado con Rpl8

1.001

0.751

0.501

0.25+1

0.001

Anova, F(4,10) = 37, p = <0.0001, 1} = 0.94

*
* *
' T
[ ] l l
Control d2 d3 da d5

t Student: presencia de * indican diferencias significativas (p<0.05) contra el Control

Dias
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Tabla 3-3: Comparaciones mediante t-student de las muestras infiltradas con el constructo

con pcht28, segunda corrida. (*) indica diferencias significativas

Figura 3-6: ANOVA y comparaciones mediante la prueba t-student,

Comparacion P p. ajustado
control-d2 0,738 1,000000
control-d3 0,0253~ 0,253000
control-d4 0,133 1,000000
control-d5 0,000112*** | 0,001120**
d2-d3 0,0455* 0,455000
d2-d4 0,0759 0,759000
d2-d5 0,000177*** | 0,001770**
d3-d4 0,00165** 0,016500*
d3-d5 0,03577* 0,0572
d4-d5 0,0003153*** | 0,000153***

el constructo con el gen pcht28

Expresion de gfp normalizado con Rpl8

300

2001

1001

Anova, F(4,10) = 18.06, p = 0.00014, n’ = 0.88

[ —

segunda corrida para

Control d2

d3
Dias

d4

ds

t Student: presencia de * indican diferencias significativas (p<0.05) contra el Control
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Figura 3-7: Electroforesis de muestras de RT qPCR para comprobar presencia de genes
ofp y Rpl8 en hojas infiltradas con EHA105+pMDC85::pcht28. Gel de agarosa 2%, tincion
con GelRed. Marcador de peso de 100 pb (Thermo Scientific GeneRuler). DO: dia 0, D2:
Dia 2, D3: Dia 3, D4: Dia 4, D5: Dia 5. C-GF: Control negativo primers gfp. C-RP: control
negativo primers Rpl8. R-TAC: Control primers Rpl8, molde TAC sin infiltrar. G-TAC: control
primers gfp, molde TAC sin infiltrar.
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Para el caso del constructo con el gen Ppglu también se observd subexpresion del gen
mgfp6 en muestras de hojas infiltradas con EHA105+pMDC::PpGlu para todos los dias
evaluados con respecto al gen Rpl8, dado que los valores obtenidos dan por debajo del
valor del control normalizado =1, aunque mediante las comparaciones t-student se observo
alguna diferencia significativa de los tiempos con respecto al control normalizado, no es en
términos de expresion relativa (tabla 3-4, figura 3-8).
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Figura 3-8: ANOVA y comparaciones mediante la prueba t-student, corrida para el

constructo con el gen PpGlu

Anova, F(4,10) = 5.35, p = 0.014, T]S =0.68

1.001

0.751

0.501

0.254

Expresion de gfp normalizado con Rpl8

* * *
. 1.
0.004 S —— ——] .~ b
Control d2 d3 da d5
Dias

t Student: presencia de * indican diferencias significativas (p<0.05) contra el Control

Tabla 3-4: Comparaciones mediante t-student de las muestras infiltradas con el constructo

con PpGlu. (*) indica diferencias significativas

Comparacion | P p. austado
Control-d2 0,00678** | 0,0678
Control-d3 0,00140** | 0,0140%
Control-d4 0,01870* | 0,1870
Control-d5 0,01200* | 0,1200
d2-d3 0,35600 1,0000
d2-d4 0,56400 1,0000
d2-d5 0,74300 1,0000
d3-d4 0,149000 | 1,0000
d3-d5 0,74300 1,0000
d4-d5 0,80000 1,0000
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Para el caso de las hojas infiltradas con EHA105+pCambia 1305.2, como control adicional
comparativo con los ensayos principales para los constructos con pcht28 y PpGlu, se
observo expresion transitoria del gen gusPlus mediante tincion histoquimica usando X-Gluc
en muestras infiltradas y colectadas a partir del segundo dia (figuras 3-9 y 3-10, anexo D
(D5)), sin embargo, no se observo expresion del gen gusPlus mediante RT qPCR, y los
datos arrojados en las corridas no fueron analizables.

Figura 3-9: Tincion histoquimica con X-Glu para observar expresion del gen gusPlus, en

muestras infiltradas con EHA105 + pCambia 1305.2, correspondiente a los dias 0 a 5

La prueba de suma de rangos de Kruskal Wallis indico diferencias significativas en la
expresion del gen gusPlus en células de hojas de tomate de arbol comuan, para al menos
uno de los dias evaluados con un valor de p < 0,05 (p =2,2x10%) (anexo D (D4)). Mediante
las comparaciones multiples de Dunn se obtuvo que los dias 2, 3,4 y 5 de infiltracion fueron
diferentes estadisticamente con relacién al control y los dias 0 y 1, estos dltimos no
mostraron expresion del gen gusPlus mediante tincion con X-Gluc, al no evidenciarse
coloracion azul en los segmentos de hoja; sin embargo, los dias 2, 3, 4 y 5 no fueron

diferentes estadisticamente entre ellos (tabla 3-5, figura 3-10).
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Tabla 3-5: Comparaciones multiples de Dunn para la expresion de gusPlus en hojas

infiltradas con EHA105+pCambia 1305.2. (*) indica diferencias significativas

Comparacion | p. ajustado
C-Do 1,000000

C-D1 1,000000

C-D2 3,866127x1021x**x
C-D3 1,489488x10Q-24****
C-D4 2,712868x1 0 13****
C-D5 2,003970x10Q18****
DO - D1 1,000000

DO - D2 3,866127x10Q21x***
DO - D3 1,489488x1024****
DO - D4 2,712868x10Q13****
DO - D5 2,003970x1Q18****
D1-D2 3,866127x10Q21xx**
D1-D3 1,489488x1024****
D1-D4 2,712868x1013****
D1 - D5 2,003970x1Q 18 ***
D2 -D3 1,000000

D2 - D4 0,8609113

D2 - D5 1,000000

D3-D4 0,1034056

D3 - D5 1,000000

D4 - D5 1,000000

Figura 3-10: Diagrama de cajas y bigotes para la expresion de gusPlus en hojas infiltradas
con EHA105+pCambia 1305.2. % de células gus positivas = (# de células azules en el
campo visual / numero total de células del campo visual) x 100

Kruskal Wallis p =

Gus+
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Adicionalmente, se observo que las hojas de plantas de tomate de arbol comun muy jovenes
o primordios foliares, aunque son tejidos muy nuevos tienen una textura gruesa, y no
permiten el ingreso de solucion para su infiltracion, sino que generan una resistencia al
ingreso de cualquier liquido hacia el interior de la hoja, al igual que las hojas muy viejas o
maduras, por lo cual, en la practica, es ideal utilizar hojas desde la posicién 3 a 5, y bien
expandidas.

3.3.2 Infiltracion e infeccion de frutos de tomate de arbol comun

Para el caso de frutos, el andlisis de varianza ANOVA realizado mostréun valor p=5.32x10
’, indicando diferencias significativas entre al menos uno de los tratamientos evaluados.
Mediante las comparaciones multiples de Tukey, se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos EHA105 + pMDC85::quitinasa y EHA105 + pMDC85::glucanasa con
respecto al control (agromix), y entre EHA105 + pMDC85::quitinasa y EHA105 + pMDC85
vacio, a los 7, 15 y 21 dias. Durante la primera semana también se encontrd diferencia
entre el control (agromix) y el tratamiento EHA105 + pMDC85 vacio (tabla 3-5). Todos los
tratamientos, excepto el control con agromix, tuvieron algun efecto sobre el crecimiento. Sin
embargo, con el tratamiento EHA105 + pMDC85::quitinasa se observd menor crecimiento
del hongo, con diferencias estadisticas significativas respecto a los otros tratamientos
evaluados. Luego de los 7 dias se vio crecimiento del hongo en todos los tratamientos,
después de los 15 dias se empez06 a ver esporulacién en los frutos y a los 21 dias la
esporulacion se presentod en todos los frutos tratados, pero en los controles (agromix) se
observo el mayor crecimiento y esporulacion de los hongos (figura 3-11y 3-12). En algunas
ocasiones, se pudo apreciar que la zona donde se inyecto los frutos tendia a oscurecerse
como efecto de las suspensiones bacterianas.
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Figura 3-11: Frutos de tomate de arbol inyectados con suspensiones bacterianas e
infectados con C. tamarilloi. (A) Fruto inyectado con EHA105 + pMDC85::pcht28 a los 7
dias. (E) Fruto inyectado con EHA105 + pMDC85::pcht28 a los 15 dias. (B) Fruto inyectado
con EHA105 + pMDCS85::PpGlu a los 7 dias. (F) Fruto inyectado con EHA105 +
pMDC85::PpGlu a los 15 dias. (C) Fruto inyectado con EHA105 + pMDC85 vacio a los 7
dias. (G) Fruto inyectado con EHA105 + pMDC85 vacio a los 15 dias. (D) Fruto inyectado
con agromix a los 7 dias. (H) Fruto inyectado con agromix a los 21 dias

Figura 3-12: Diagrama de caja y bigotes de los tratamientos evaluados en frutos inyectados
e infectados con C. tamarilloi vs crecimiento en didmetro del hongo. (A) Tamafio sintoma
alos 7 dias. (B) Tamafio sintoma a los 15 dias. (C) Tamafio sintoma a los 21 dias.
Gluc = glucanasa (PpGlu). Quit = quitinasa (pcht28). Agromix = control, solucién sin

bacteria. Vac = constructo vacio sin genes de interés

w0
==

wn
! TR
— 3 '

. — ]

| em—

T
—_ —r— i
'
- 1
Q

T

|

| T

1 1

1 1

2l

o
=

o
i

.
o

!
!
!

:

I [Ts} 1

2 .

s o E o - i

o : 1
_ B : '

sintoma$’ 7dias’
sintoma$’ 15dias’
sintoma$ 21dias’

|
—

00 05 10 15 20

- O
T T T T T T T T

Agromix  Gluc Quit Vac Agromix  Gluc Quit Vac c | Agromix  Gluc Quit Vac

Tratamiento Tratamiento Tratamiento

o o
° T T T T o




Capitulo 3 69

Tabla 3-6: Comparaciones multiples de medias de Tukey, para sintomas de infeccion con
C. tamarilloi en frutos inyectados con suspensiones bacterianas de A. tumefaciens EHA105
con el gen pcht28 o PpGlu. Con 95% de confianza. Gluc = glucanasa (PpGlu). Quit =
quitinasa (pcht28). Agromix = control, solucién sin bacteria. Vac = constructo vacio sin

genes de interés

. ajustado

Tratamientos 7 dias & 115 dias 21 dias
Gluc-agromix | 0.0000285*** | 0.0002265*** | 0.0025080**
Quit-agromix | 0.0000011*** | 0.0000004*** | 0.0000019***
Vac-agromix | 0.0162769* 0.0629461 0.1542877
Quit-Gluc 0.7128367 0.1771187 0.0967001
Vac-Gluc 0.1410945 0.1771187 0.3424824
Vac-Quit 0.0121372* 0.0010052** | 0.0012908**

El hongo aislado del fruto en medio de cultivo PDA, mostré buen crecimiento y coloracion
naranja caracteristica, con un fondo blanco a grisaceo, que puede tornarse mas grisaceo a
medida que el cultivo envejece. Las observaciones de las esporas al microscopio
evidenciaron conidias con una apariencia hialina y alargada con tendencia elipsoide a

fusiforme, en al menos uno de sus extremos (figura 3-13).

Figura 3-13: Hongo aislado de fruto infectado con C. tamarilloi. (A) Hongo crecido en medio
de cultivo PDA, con coloracion naranja caracteristica. (B) Conidias observadas al

microscopio a 20x, alargadas y con tendencia fusiforme
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3.4 Discusiodn

La agroinfiltracion de A. tumefaciens en hojas, es una herramienta rapida, verséatil y
ampliamente utilizada para la expresion transitoria en plantas (Leckie & Stewart, 2011; Ma
et al., 2012). En tomate de arbol, hasta el momento, no se ha reportado algin estudio en
donde se emplee la agroinfiltracion para evaluar la expresion transitoria directamente en
plantas, de modo que este trabajo es un primer acercamiento al estudio de genes reporteros
en TAC empleando estatécnica.

Para los ensayos de infiltracion se utilizé la cepa de A. tumefaciens EHA105, segun los
resultados obtenidos para la evaluacion de la expresion del gen reportero gusPlus en
segmentos de hojas de plantulas in vitro de TAC (secciéon 2). La cepa EHALQ05 es
rutinariamente utilizada para procesos de transformacion en una variedad de especies de
interés agrondmico (Ramirez et al., 2018), y ha sido reportada como una de las cepas con
mas alta eficiencia para la transferencia de ADN-T en plantas (Chen et al., 2010). Algunos
ejemplos del uso de esta cepa son en uva (Sabbadini et al., 2019), tomate (Hanur et al.,
2015), papa (Orbegozo et al., 2013) y naranja (Kobayashi et al., 2017).

Mediante electroforesis de las corridas de gPCR se observaron bandas correspondientes a
los genes mgfp6 y Rpl8 (figura 3-7), evidenciando transferencia del ADN-T en hojas
agroinfiltradas, sin embargo, solo se observo sobreexpresion de gfp en el dia cinco para el
constructo pMDCB85::pcht28 con respecto al control (figura 3-6), por lo cual, pude ser que la
expresion del gen esta siendo tardia, pudiendo ocurrir a partir del dia 5 0 mas dias, por lo
gue es posible que por eso en las otras muestras analizadas no selogré observar expresion
del gen mgfp6 conrespecto a Rpl8 en los dias evaluados (figuras 3-5y 3-7). Tal es el caso
de Peyret y colaboradores (2019), quienes establecieron el tiempo de evaluacion del gfp,
en hojas de tabaco, alos 7 dias post-infiltracion, ya que en ese tiempo observaron que la
fluorescencia fue consistentemente lograda. Mientras que Faizal y Geelen (2012), reportan
la méxima de expresion de gfp al quinto dia evaluado para Maesa lanceolata. Al igual que

Debler y colaboradores (2021) para lenteja.

La expresion transgénica reducida podria deberse a muchos factores, entre ellos, la
especie, la posicion de la hoja y la edad de la planta (Sheludko et al., 2007). Para el caso
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de tomate de arbol comun se prefieren hojas de la posicion 3 a 5 para infiltrar ya que estas
hojas facilitan la entrada de liquido al interior en comparacién con las otras. Un factor
importante bien conocido es el genotipo del organismo receptor (Michielse et al. 2005,
Riedel et al., 2009). Considerando que el tomate de arbol comun es una especie rustica, el
genotipo podria ser una de las razones de la baja expresion de mgfp6 en muestras de hojas
infiltradas. También se ha considerado que el silenciamiento de ARN o silenciamiento
postranscripcional desempefian un papel importante en la disminucion de la expresion
génica posterior a la introduccion del ADN-T en la expresion transitoria (Dhillon et al., 2009,
Sanchez-Alvarez et al., 2019). Un factor trascendental es la calidad del ARN para llevar a
cabo RT gPCR, aunque en este trabajo se cuantificé y cualificé el ARN y el ADNc mediante
nanodrop y electroforesis previamente a las gPCR, el tamafio de las muestras de material
vegetal de TAC (4rea de hojas infiltradas) para extraer ARN puede ser limitante para
obtener &cido ribonucleido en buena cantidad, sin contar que este tiene la facilidad de
degradarse, lo que repercute en la integridad y calidad del mismo, este efecto se debe tratar

de reducir durante su extraccion y manipulacion (Die & Roman, 2012).

La expresion transitoria de gusPlus en células de hojas de TAC agroinfiltradas se observé
en este trabajo, a partir del segundo dia de infiltracion hasta el dia quinto, que fue el Ultimo
dia evaluado. En contraste con lo que reportan Krishnan et al. (2019) en discos de hojas de
soya, quienes encontraron expresion desde el dia 1 hasta el dia 8, con la mayor frecuencia
de expresion de gus en el cuarto dia, a partir del cual la expresion empezé a disminuir.
Ramirez y colaboradores (2018) evaluaron 4 cepas de A. tumefaciens para la infiltracion de
hojas de yuca, entre ellas EHA105, pero esta no mostré expresion del gen gus, sinembargo,
en tabaco empleado como control, encontraron expresion a partir del dia 2 de infiltracion,
al igual que alo encontrado en este trabajo para tomate de arbol comdn. De modo que la
visualizacion de la expresion del gen gus mediante tincion histoquimica puede variar en un
rango amplio de dias, pero por un tiempo limitado, ya que la expresion transitoria de un gen
esta influenciada por la especie vegetal, la cepa y las condiciones del proceso de o la

transformacion transitoria, entre otros (Tyurin et al., 2020).

Los hongos Colletotrichum afectan principalmente a los frutos, de modo que, para el caso
de C. tamarilloi, este tiene preferencias por los frutos de tomate de arbol, colonizando y

creciendo mucho mejor en ellos que en otros tejidos de la planta, como hojas. Por lo tanto,
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se llevd a cabo la infiltracion de frutos de tomate de arbol comun y la posterior infeccion con
el hongo, con el fin de evaluar silas suspensiones bacterianas de Agrobacterium con los
constructos que llevaban el gen pcht28 o PpGlu generaban alguna tolerancia al hongo. La
agroinfiltracion ha sido ampliamente utilizada para hojas en plantas, pero se conoce menos
su uso en frutos. La introduccion de Agrobacterium en frutos en desarrollo puede
proporcionar silenciamiento génico o sobreexpresion modesta a los pocos dias. Mediante
esta técnica se pueden evaluar transitoriamente los efectos transgénicos de las frutas sobre
la expresioén, el metabolismo, la fisiologia o el desarrollo de genes enddgenos vy la actividad
de promotores (Carvalho et al., 2016).

En los ensayos realizados, se encontré que la suspension bacteriana de EHA105 +
pMDC85::pcht28 (quitinasa) tuvo un mayor efecto sobre el crecimiento de C. tamarilloi en
frutos de tomate de arbol comun, seguido del tratamiento EHA105 + pMDC85::PpGlu
(glucanasa), sin diferencias significativas entre ellos, pero si con respecto al control
(agromix) (figuras 3-10 y 3-11, tabla 3-6). Hasta la fecha no hay reportes del uso de frutos
de tomate de arbol inyectados con suspensiones de A. tumefaciens y la posterior infeccion
con hongos Colletotrichum. Los genes que codifican para quitinasa y glucanasa son genes
relacionados a la patogenicidad (PR), que se activan con el mecanismo de defensa de la
planta como respuesta al ataque de algun patégeno (Wani, 2010). Se ha comprobado que
algunas proteinas PR tienen diferentes niveles de actividad antifingica in vitro o in vivo,
comoes elcasoparal a sl,3fglucanasas (PR-2)y las quitinasas (PR-3) (Chenetal., 1994;
Liu et al., 2013; Tabaeizadeh et al., 1999).

La coloracion tipica del hongo aislado de fruto infectado con C. tamarilloi en medio de cultivo
PDA coincide con las descripciones para el complejo C. acutatum de Simmonds (1965), al
cual pertenece el hongo utilizado, asi como para las descripciones de Martinez et al. (2009)
para aislados de tomate de arbol y de Es-Soufi et al (2018) (figura 3-12). Conidias con
apariencia hialina y alargada con tendencia elipsoide a fusiforme, en al menos uno de sus
extremos, como ha sido reportado para este complejo (Castro-Quezada et al., 2019; Es-
Soufi et al., 2018; Martinez et al., 2009; Peres et al., 2005; Simmonds, 1965, Xie et al.,
2010).
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3.5 Conclusiones

Este estudio es un primer acercamiento para la evaluacion de la expresion de genes, en
este caso genes reporteros, mediante agroinfiltracién de tomate de arbol comun. Eluso del
gen gusPlus como control adicional, permitié evidenciar que si puede ocurrir expresion de

genes mediante esta técnica.

Se encontro la subexpresion del gen mgfpé mediante RT gPCR, normalizando con el gen
Rpl8, y utilizando la cepa EHA105 con el plasmido pMDC85. Sin embargo, para uno de los
analisis se vio sobreexpresion estadisticamente significativa a los 5 dias en hojas infiltradas
con pMDC85::pcht28.

La expresion de genes se ve influenciada por distintos factores como la especie, la edad de
la planta, el tiempo y la posicion de la hoja (se prefieren hojas de la posicién 3-5 en TAC).

La calidad e integridad del ARN es vital para analisis de expresion mediante RT gPCR.

La inyeccioén de frutos de TAC con suspensiones bacterianas de A. tumefaciens y posterior
infeccion con C. tamarilloi, mostré que aquellas con el constructo pMDC85::pcht28
(quitinasa) tuvieron un efecto sobre el crecimiento del hongo, con respecto al control,

estadisticamente significativo a los 7 dias después de la inoculacion.

La agroinfiltracion de hojas y frutos con Agrobacterium, se presenta como una técnica
relativamente rapida y Util a la hora de probar nuevos genes o mejores constructos en
tomate de arbol comun, debido a que estos ensayos se realizan directamente en plantas ya
crecidas en vivero, y se reducen los problemas que pueda causar el uso de la bacteria en
procesos de transformacién genética in vitro.
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4. Evaluacion de la expresionin vitro de los
genes pcht28 y PpGlu, en tomate de arbol
comun.

4.1 Introduccion

La ingenieria genética vegetal, permite introducir o modificar genes en plantas,
provenientes no solo de otras especies vegetales, también de otro tipo de fuentes como
hongos, virus y bacterias. Lo que ha permitido el mejoramiento de especies vegetales de
interés agricola y comercial, cuando se logra transformacion estable de los tejidos y sin
algun efecto en el desarrollo de la planta o su produccién. De modo que se pueden obtener
especies con resistencia a virus, insectos, hongos y bacterias, con tolerancia a herbicidas,
a estrés abidtico y modificacion de la calidad nutritiva de los cultivos entre otras
caracteristicas. A través del uso de transgenes, también es posible modificar la expresion
de genes presentes en el genoma de la planta (Diaz et al., 2010).

Es necesario disponer de un transgen (secuencias reguladoras y codificantes clonadas en
un vector de transformacion), para todas las técnicas de expresion transitoria o estable de
genes mediante transformacion genética in vitro, asi como de una metodologia eficiente
para la transferencia al genoma vegetal. Una vez introducido el gen de interés en la célula
y/o tejido, se induce la regeneracion y el desarrollo de plantulas mediante distintas técnicas
de cultivo de tejidos in vitro. Se procede luego al analisis molecular de las plantas
regeneradas in vitro, para identificar aquellas que porten y expresen el gen de interés en
los niveles deseados. Finalmente, y después de muchos pasos de optimizacion del proceso
de transformacion, se realiza la evaluacién del material mediante técnicas moleculares
como PCR, gPCR y Southern blot, y la seleccion de aguel que posee las caracteristicas

deseadas, con los cuales se llevan a cabo experimentos en laboratorio y campo, asi como
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estudios del comportamiento de los individuos transformados y de su descendencia (Diaz
et al., 2010; Hodson, 2005).

Debido a la recalcitrancia de algunas especies vegetales al cultivo in vitro o al proceso de
transformacion genética, se han desarrollado alternativas como el método in planta, el cual
permite reducir o eliminar los pasos de regeneracion in vitro (Keshamma et al., 2008), y el
sobrecrecimiento de A. tumefaciens. Este método permite la infeccién y transformacion de
partes de plantas adultas, como partes florales, polen, brotes 0 meristemos en planta y
semillas (Kaur & Devi, 2019). La transformacion directa de semillas permite que el transgén
funcione sin etapas de cultivo de tejidos y genera rapidamente un gran nimero de plantas
transgénicas, en comparacion con el método in vitro. Las lesiones microscopicas causadas
por el grabado con ultrasonido o vacio en la superficie y las capas internas del tejido
proporcionan un canal para la transferencia de ADN de la bacteria a la planta en el proceso
de infeccion (Beranova et al. 2008, Song et al., 2009). El meristemo apical del embrion
diferenciado de la plantula en germinacion es infectada con Agrobacterium, dado que el
transgén queda integrado en células de tejidos ya diferenciados, las plantas TO seran
guiméricas y se podra ver una integracion estable solo en la generacion T1 (Keshamma et
al., 2008).

Genes involucrados en el mecanismo de defensa en plantas han sido identificados y
estudiados, con el fin de ser utilizados en programas de mejoramiento genético y resistencia
a enfermedades. Los mecanismos inducidos de defensa en plantas, también llamados
resistencia inducida, se activan solamente como respuesta al ataque de un fitopatdgeno
(Collinge et al., 2010). La resistencia inducida es un mecanismo activo de defensa que
involucra cambios en el metabolismo, provocados por la expresion diferencial de genes
(Madriz, 2002). Entre los mecanismos de defensa esta la produccion y acumulacion de altas
cantidades de proteinas relacionadas a la patogenicidad o proteinas PR, que se asocian

con el fendmeno de resistencia sistémica adquirida (Ryals et al., 1996).

Algunas proteinas PR tienen diferentes niveles de actividad antifingica in vitro o in vivo,
c omo [|-1Bglucdmasas (PR-2), las quitinasas (PR-3) y proteinas similares a la
taumatina (Liu et al., 2013). L al8-glicanasas (PR-2)y quitinasas (PR-3), importantes

para la defensa contra hongos fitopatdgenos, y que han sido utilizadas en procesos
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biotecnolégicos para conferir resistencia a estos, ya que la mayoria de los hongos
(Eumycetes) poseen en sus paredes celulares quitina (N-acetylglucosamida) unida
medi anl e3 BYydglitano en una matriz principalmente de polisacaridos y
glicoproteinas (Glick et al., 2010). Estas enzimas pueden degradar estos compuestos
presentes en las paredes celulares. La proporcion de quitina/glucano varias segun la
especie del hongo.

Las enfermedades flngicas causan una considerable pérdida de rendimiento en muchos
cultivos. La produccion de enzimas capaces de degradar las paredes celulares de los
hongos fitopatdgenos invasores es un componente importante de la respuesta de defensa
en las plantas. Este mecanismo de defensa natural del huésped se puede mejorar en
plantas transgénicas resistentes a hongos (Ceasar & Ignacimuthu, 2012). El papel de los
multiples genes que participan en las respuestas inmunes después de la infestacion por
hongos, y las diversas vias involucradas en ellos, han sido dilucidados (Islam, 2006).
Mediante ingenieria genética se han realizado una variedad de ensayos para la expresion

estable de genes y la generacién de resistencia a hongos en diferentes especies vegetales.

Ojola y colaboradores (2018), obtuvieron plantas transgénicas de yuca para mejorar la
resistencia a la antracnosis, mediante A. tumefaciens LBA4404, que portaba el gen tipo
taumatina de arroz Ostlp dirigido por el promotor CaMV35S. Fueron usados callos
embriogénicos. Y se encontrg altos niveles de expresion de Ostlp, con actividad antifingica
contra C. gloeosporioides y un retraso significativo en el desarrollo de la enfermedad y
reduccion de las lesiones necroticas en las hojas y tallos, en comparacion con los controles
no transgénicos. Se han reportado trabajos de plantas transformadas que expresaron los
genes de quitinasa o glucanasa con resistencia o tolerancia a enfermedades fangicas. Con
el fin de generar resistencia a la antracnosis en cacao, Maximova y colaboradores (2005),
sobreexpresaron el gen de la quitinasa clase 1 (TcChil) de cacao, bajo el control del
promotor CaMV-35S modificado, mediante transformacion de embriones soméaticos con A.
tumefaciens AGL1; obtuvieron 8 lineas con el transgen expresado a varios niveles. Los
bioensayos demostraron que, en el cacao transgénico se inhibié significativamente el
crecimiento y desarrollo de C. gloeosporioides, asi como su efecto necrético en las hojas,

comparado con los controles.
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Selatsa y colaboradores (2008), obtuvieron lineas transgénicas de arveja, con el gen que
codifica para quitinasa Chit30 de Streptomyces olivaceoviridis y lineas con el gen de 1,3-b-
glucanasa gluc de cebada, con el fin de generar resistencia a diferentes hongos. Entre
estos, evaluaron la resistencia a C. acutatum, y encontraron que extractos crudos de
plantas transformadas y cruzadas (chit30xgluc) F2 y F3, inhibieron la germinacion de las
esporas del hongo de la antracnosis, pero no el crecimiento hifal. De igual forma, extractos
de las lineas transgénicas parentales presentaron una inhibicién de la germinacion de las

esporas en un 100%.

Mercado y colaboradores (2007), transformaron fresa con el gen de quitinasa chit-42 o el
g e n 4d,8-gldzanasa, ambos provenientes de Trichoderma, bajo el control del promotor
constitutivo 35S. Obtuvieron seis lineas transgénicas con el gen de quitinasa con diferente
actividad, de las cuales tres mostraron una reduccion significativa en las lesiones causadas
por C. acutatum, en comparacion con las plantas no transformadas; pero no se pudo
encontrar una correlacion entre el nivel de la actividad quitinasa y la tolerancia al hongo.
Para el gen de glucanasa, obtuvieron ocho lineas, de las cuales, también tres mostraron un
menor efecto de la antracnosis, dos de ellas con un nimero reducido de lesiones vs.

controles.

Jongedijk y colaboradores (1995), transformaron cotiledones de tomate de mesa (Solanum
lycopersicum) (especie genéticamente relacionada al tomate de arbol), mediante A.
tumefaciens MOG101, utilizando plasmidos binarios para la expresion simultanea de los
genes quitina s a -1y3-glbcanasa de tabaco, con el fin de generar resistencia a Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici. Los investigadores encontraron una reduccion de la severidad
de la enfermedad en un 36-58%, por lo que sugieren que la actividad sinérgica de glucanasa
y quitinasa mostré una inhibicién en el crecimiento del hongo in vitro. Un trabajo similar fue
realizado, en donde incorporaron en tomate una triple estructura, conteniendo un gen
glucanasa, uno quitinasa y un gen PR1, mediante A. tumefaciens LB4404. La frecuencia de
la transferencia simultanea de genes de quitinasa, glucanasay PR1 al tomate fue del 2,7%.
Los extractos proteicos de plantas transgénicas inhibieron el crecimiento hifal in vitro de F.
oxysporum, en contraste con las plantas de control no transgénicas. Las plantas
transgénicas presentaron algunas alteraciones en el contenido de clorofila, siendo mayor el
contenido de éstas (Dolatabadi et al., 2014).
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Chen et al. (1994), aislaron un gen endoquitinasa (pcht28) de un tomate silvestre,
(Lycopersicon chilense), el cual fue introducido en tomate a través de A. tumefaciens
LBA4404, utilizando el promotor CaMV35S. Las plantas transgénicas mostraron alto nivel
de expresion de la actividad quitinasa. Semillas progenies F1 y F2, resistentes a
kanamicina, resultantes de autopolinizacion, mostraron una tolerancia mayor a Verticillium
dahliae en comparacioén con las plantas no transgénicas. Mishra y colaboradores (2016),
evaluaron la resistencia de plantas de guayaba transformadas con una endoquitinasa, a F.
oxysporum f.sp. psidii, resultante de un ensayo previo. Analisis histopatoldgicos revelaron
la presencia de micelio en los haces vasculares, pero ninguna de las plantas mostrd
sintomas de la enfermedad. Ensayos in vitro usando extractos de las plantas
transformadas, mostraron inhibicién de la germinacion de las conidias. Estudios de la
expresion de la endoquitinasa reveld que dos plantas transgénicas mostraron una actividad
muy alta de N-acetil-glucosamina.

Liu y colaboradores (2013) aislaron el gen que codifica para una b-1,3-glucanasa, llamado
PpGlu de una pera china (Pyrus pyrifolia Nakai cv Huobali). Su proteina es altamente
homologa a otras b-1,3-glucanasas de otras plantas. Los investigadores transformaron
tabaco con este gen y comprobaron su expresion y evaluaron los extractos protéicos de
lineas transgénica, encontrando actividad antifingica in vitro a diferentes niveles, contra los

hongos Phomopsis sp., Alternaria sp. y Fusarium sp.

Los trabajos a los que se ha hecho referencia, asi como muchos otros, pueden servir como
ejemplos aplicables para resistencia a la antracnosis u otras enfermedades causadas por
hongos. Mediante técnicas de biologia molecular se ha caracterizado morfolégica y
molecularmente agentes patdgenos asociados al tomate de &rbol, como virus y los hongos
del complejo Colletotrichum sp. y C. acutatum (Afanador-Kafuri et al., 2003; Caicedo et al.,
2017; Gahan et al.,, 2015; Sanabria et al., 2010). Hasta la fecha hay tres reportes
preliminares que datan de 20 afios o mas, de procesos de transformacién en tomate de
arbol con genes reporteros, pero no para el caso de conferir resistenciaa hongos en esta
planta.
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4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Genes pcht28 y PpGlu y constructo

La busqueda de las secuencias se realiz6 mediante NCBI, teniendo en cuenta que los
genes provinieran de plantas, de origen frutal y que hubiese reporte (articulo) de su
aplicacién en transformacion genética para generacion de resistencia a hongos. Se
selecciono el gen codificante para una quitinasa proveniente de un tomate silvestre de sur
Ameérica (Lycopersicon chilense), identificado y aislado por Chen y colaboradores (Chen et
al., 1994), que codifica una quitinasa tipo endoquitinasa acidica (pcht28), la cual se
encuentra depositada en GenBank (NCBI) con el codigo L19342.1. Y el gen que codifica
para una glucanasa de una pera arenosa china (Pyrus pyrifolia Nakai cv Huobali), aislada
y reportada por Liu y colaboradores (2013). Este gen c o dl3fglucarasap
fue llamado PpGlu. Se encuentraregistrado en GenBank (NCBI) bajo el codigo JX127223.1.

(anexo ).

Los genes fueron sintetizados usando el servicio de GenScript, cada uno de manera
independiente en el plasmido pMDC85 (suministrado por el Dr. Chavarriaga de la pltaforma
de transformacion del CIAT), cada gen se ubicé entre las regiones attR1 y attR2, en
constructos independientes para cada uno, y quedando el gen que confiere resistencia a
cloranfenicol no funcional. El constructo de pMDC85 que llevaba el gen de quitinasa
(pcht28) tuvo un tamafio de 11572 pb, y de 11857 pb para pMDC85 que portaba el gen de
glucanasa (PpGlu). El plasmido contiene el gen reportero gfp mgfp6 (fluorescencia verde)
y resistencia a los antibiticos higromicina y kanamicina, bajo el control del promotor
CaMV35s.

Los constructos sintetizados, correspondientes al plasmido pMDCS85::quitinasa
(PMDC85::pcht28) y pMDCS85::glucanasa (pMDC85::PpGlu), fueron comprobados
rapidamente mediante un gel de restriccion, usando la enzimade restriccion Notl para cortar

los constructos.
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4.2.2 Clonacién de constructos y transformacion de Agrobacterium

tumefaciens

Los constructos fueron clonados independientemente en bacterias competentes de E. coli
DB3.1 (donada por el Dr. Paul Chavarriaga, director de la plataforma de transformacion del
CIAT, anexo I). Para lo cual se siguié el procedimiento descrito en el anexo F que
corresponde a la obtencién de células competentes y su posterior transformacion mediante
choque térmico. Luego, se transformaron las cepas de Agrobacterium con los plasmidos
pMDC85::quitinasa o pMDC85::glucanasa, en procedimientos independientemente. Paralo
cual, se realizaron extracciones de ADN plasmidico a partir de suspensiones bacterianas
de E. coli transformada, siguiendo el protocolo descrito en el anexo G. La calidad del ADN
producto de las extracciones de plasmido se revisd mediante electroforesis, en gel de 0,8%
de agarosa tefiido con EZ-vision (Amresco), y en nanodrop (Thermo Scientific 2000). Con
el ADN plasmidico se transformaron las cepas de A. tumefaciens EHA105 y AGL1,
siguiendo el procedimiento descritoen el anexo F, correspondiente a la obtencién de células

competentes de Agrobacterium y subsecuente transformacion mediante choque térmico.

De las colonias de Agrobacterium crecidas en el medio de seleccion se tomé una o dos
colonias para crecerlas en medio liquido YEP toda la noche, con los antibiéticos
correspondientes a la cepa (EHA105: 50 mg L™ de rifampicinay AGL: rifampicina'y 100 mg
L de carbenicilina y el antibiético de seleccion para las 2 cepas (50 mg L* de kanamicina)),
y a partir de esta suspensién se dejaron unos stocks que se almacenaron con glicerol al
30% a -80°C.

Se realizaron extracciones de ADN plasmidico a partir de suspensiones bacterianas de A.
tumefaciens, utilizando el protocolo descrito en el anexo F. Se verific6 que los genes
estuvieran presentes mediante PCR, utilizando los siguientes primers: Para deteccién de

quitinasa pcht28: LC forward (5'-CACCATGAAGTTCAATATTGTATCA-3'), LC reverse (5'-
TTAGCCCTGGGCGAA-3 6 ) . Par a det ec c iPpGlu: fdrward PP UX-anas a
CACCATGCATTTTTCCAACAT-3'), reverse PP (5'- CTATCCAAATGTGAGTTGGTACT-3 6 )

Los fragmentos productos de la PCR fueron de 762 pb y 1047 pb, respectivamente.

Finalmente, se verificé la presencia de las bandas correspondientes a los genes
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amplificados, mediante electroforesis de agarosa al 1%, la tincion se realizd con EZ-vision
0 GelRed.

El programa de PCR utilizado para amplificar los genes de glucanasa y quitinasa fue tipo

tochdown, para aumentar la especificidad de los primers:

Quitinasa: Desnaturalizacion inicial de 94°C 4 minutos. 10 ciclos de: 94°C 45 segundos,
59°C 45 segundos y 72°C 30 segundos. 10 ciclos de: 94°C 30 segundos, 59°C 45 segundos
(disminuyendo 0,2°C por ciclo) y 72°C 30 segundos. 10 ciclos de: 94°C 30 segundos, 57°C
45 segundos y 72°C 30 segundos. Extension final de 72°C 3 minutos

Glucanasa: Desnaturalizacion inicial de 94°C 4 minutos. 10 ciclos de: 94°C 45 segundos,
60°C 45 segundos y 72°C 30 segundos. 10 ciclos de: 94°C 30 segundos, 60°C 45 segundos
(disminuyendo 0,3°C por ciclo) y 72°C 30 segundos. 10 ciclos de: 94°C 30 segundos, 57°C
45 segundos y 72°C 30 segundos. Extension final de 72°C 3 minutos.

4.2.3 Ensayos preliminares de la expresién de los genes pcht28 o PpGlu

in vitro

Para los ensayos de expresion de los genes pcht28 y PpGlu, se utilizaron las cepas EHA105
y AGL1 de A. tumefaciens transformadas con el plasmido pMDC85, este plasmido contuvo
uno de los dos genes, con la siguiente combinacion:

1. Cepa EHA105 + pMDC85::pcht28 (quitinasa)
2. Cepa EHA105 + pMDC85::PpGlu (glucanasa)
3. Cepa AGL1 + pMDC85::pcht28 (quitinasa)

4. Cepa AGL1 + pMDCS85:: PpGlu (glucanasa)

Las cepas transformadas fueron crecidas en medio YEP (Chilton et al., 1974) sélido con los
antibiéticos de resistencia y de seleccion, por dos noches, y luego se tom6 1-2 colonias
para crecerlas en medio YEP liquido por una noche. Las bacterias en suspension fueron

centrifugadas por 10 minutos a 4000 rpm y resuspendidas en medio AB con acetosiringona
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a 100 pM, para la induccion de los genes vir de las cepas Agrobacterium, y se incubaron
durante 4 horas a 21+2°C y 180 rpm.

4.2.3.1 Infeccion de hojas de tomate de arbol comun con A.tumefaciens

Para las infecciones se utilizé una densidad 6ptica (OD) de ~0,5, a 600 nm de suspensiones
bacterianas, luego fue reducida a 0,03-0,06. Las hojas fueron cortadas el mismo dia y
colocadas sobre medio de induccion de brotes MIB, compuesto por sales MS suplementado
con 20 g L de sacarosa, 6,5 g L* de agar (sigma)y 0,5 mg L de TDZ (capitulo 1). Las
infecciones se realizaron durante 10 minutos (inmersion del tejido vegetal en la suspension
bacteriana). Pasado ese tiempo, los explantes se dejaron secar sobre toallas de papel
estéril y se pusieron en el medio de cocultivo, que consisti6 en MIB con 100 mg L*
acetosiringona (figura 4-1). Pasado el tiempo de cocultivo, los explantes infectados fueron
lavados con cefotaxima a 250 mg L1, secados sobre papel toalla estéril y puestos en medio
MS suplementado con 0,5 mg L de TDZ (MB), 30 g L de sacarosa, 200 mg L* de D-
glutamina, 50 mg L* de L-cisteina, 0,1 mg L* de tiamina y con 250 mg L* del antibiético
cefotaxima. Los explantes se dejaron en este medio de cultivo por 2 semanas y
posteriormente se pasaron a MIB con seleccion con higromicina (inicialmente se utilizé 40
mg L de higromicina, luego 10 mg L'y luego se redujo a 5 mgL?), y con cefotaxima a 250
mg L1

Se llevaron a cabo ensayos para evaluar concentraciones de 30 y 100 puM de
acetosiringona, y el tiempo de cocultivo por 2 y 4 noches a 21+2°C (considerando lo
establecido por Martinez, 2002). Sin embargo, luego se establecié un solo parametro de

cada condicion, 100 uM de acetosiringona y 4 noches de cocultivo.

Los controles sin transformar también fueron puestos en cocultivo y fueron lavados con
antibiético en caso de presentar bacteria, a los 15 dias fueron transferidos a MIB con 250
mg L de cefotaxima. Los explantes transformados con presencia de la bacteria fueron
lavados nuevamente con antibidtico (cefotaxima), incluso se utilizé NaCIlO al 0,5% con el
fin de reducir su presencia. Los explantes verdes fueron subcultivados a los 20 dias.

Dada a la falta de regeneracion de los explantes de hoja infectados con Agrobacterium, se

realizaron varias modificaciones con base en los ensayos realizados previamente en el
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CIAT, con el fin de reducir la incidencia de la bacteria en el tejido vegetal y la muerte del
mismo. Se llevaron a cabo unos ensayos preliminares, en los que se evalué nuestro medio
MIB utilizado en los anteriores ensayos de transformacion, y dos medios de cultivo
ampliamente utilizados por ellos. Se utiliz6 la cepa EHA105 con el plasmido
pMDC85::pcht28 para las infecciones de segmentos de hoja. EI mismo dia de la
transformacién se cortaron segmentos de hojas y se ubicaron en una caja de petri con un
poco de agua para evitar que se deshidrataran, a los cuales se les realiz6 punciones con
una aguja. Para la infeccién con Agrobacterium, se ajusté la OD a ~0,7, y se utilizaron dos
métodos:

1. Crecertoda la noche la bacteria en un Erlenmeyer con medio YEP con 50 mg L™ de
kanamicina y 50 mg L rifampicina a 28°C a 220 rpm, y luego resuspenderla en
medio Chu liquido con 100 uM de acetosiringona, se incubd por 4 horas a 21°C y
220 rpm (activacion de genes vir), luego infectar por inmersion en la suspension
bacteriana por 10 minutos.

2. Tomar un loop de bacteria crecidaen medio YEP sélido y resuspenderla en medio

AA liquido con 100 uM de acetosiringona, proceder a infectar por inmersion en la
suspension 10 minutos.

Figura4-1: Infeccion de hojas de tomate de arbol comun con A. tumefaciens. (A) inmersion

en la suspensién bacteriana, (B) secado sobre toalla de papel estéril
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Figura 4-2: Infeccion con suspensiones bacterianas de A. tumefaciens por inmersién de

segmentos de hoja y cocultivo en medio con papel filtro, método CIAT.

Los explantes de hoja fueron secados sobre papel filtro estéril para eliminar exceso de
suspension bacterianay fueron ubicados en los medios de cocultivo que llevaron papel filtro
sobre el medio (figura 4-2'y 4-3) y dejados en cocultivo por 4 noches en oscuridad a 24+1°C.
Pasado este tiempo, los explantes se lavaron vigorosamente y repetidamente con agua
destilada estéril y el lavado final se realiz6 con cefotaxima a 250 mg L?, se dejaron secar
sobre papel filtro y se pusieron en medio de cultivo con cefotaxima a 250 mg L, ya sea en
medio de regeneraciébn o descanso por 2 semanas sin antibidtico de seleccion, o
directamente a medio con seleccidn, con higromicina, y sin incorporar ya papel filtro sobre

ellos.

Figura 4-3: Montaje de los explantes de hoja de la infeccion con A. tumefaciens, para

cocultivo en medio con papel filtro, procedimiento CIAT
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Tanto para la resuspension de la bacteria en medio Chu liquido como en medio AA liquido
(los 2 métodos de infeccidon antes mencionados), se utilizaron los siguientes medios de
cocultivo, regeneracion o descansoy de seleccion:

1. Nuestro medio: Para cocultivo se utilizé6 MIB con 100 pM de acetosiringona, luego 2
semanas en MIB suplementado cémo se indicé en la seccion 2.2 y con 250 mg L de
cefotaxima. Finalmente se pas6 a medio de seleccion, MIB con 5 mg L de higromicina

y 250 mg L* de cefotaxima.

2. Medio CPMAs (CIAT): Para cocultivo con 100 uM de acetosiringona, luego se pasé a
medio de seleccion CPMT para induccion de embriogénesis soméaticacon 15 mg L™ de

higromicina y 250 mg L* de cefotaxima.

3. Medio NBAs (CIAT): Para cocultivo con 100 uM de acetosiringona, luego pas6 a medio
de descanso CCMC con 250 mg L* de cefotaxima, por 2 semanas, para inducciéon de
embriogénesis somatica. Luego a medio CCMC con seleccion, para induccion de
embriogénesis somética con 15 mg L* de higromicina y 250 mg L* de cefotaxima.
Luego a medio de preregeneracion 5 mg L de higromicina y 250 mg L de cefotaxima,
y finalmente a medio de N6 de regeneracion con 5 mg Lt de higromicinay 250 mg L*
de cefotaxima.

Los controles sin infectar, se dejaron bajo las mismas condiciones de cocultivo, 4 noches
en oscuridad y a 24+1°C, y luego de 15 dias fueron transferidos a medio nuevo con
cefotaxima y sin antibidtico de seleccién. Los explantes verdes se subcultivaron a los 20

dias.

4.2.3.2 Visualizacion del gen mgfp en microscopio de fluorescencia

Se escogieron aleatoriamente tres explantes de hoja del medio MIB con higromicina para
ser visualizadas en un microscopio de fluorescencia Nikon, con el fin de ver si habia alguna
expresion del gen reportero gfp portado por los plasmidos pMDC85, bajo una longitud de
onda de 450-485 nm, que no es especifico para gfp, pero contiene el rango de cubrimiento

de correspondiente a la luz azul y fluorescencia verde. Para lo que se tomaron hojas
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infectadas y después del cocultivo, a las cuales se les realiz6 cortes longitudinales lo mas
delgados posible y se pusieron sobre un portaobjetos con una gota de agua y sobre hielo

hasta su observacion.

4.2.3.3 Infeccion de semillas de tomate de arbol comuin

Sellevaron a cabo unos ensayos preliminares para observar el comportamiento de semillas
transformadas in vitro. Para esto las semillas fueron extraidas de frutos aparentemente
sanos y desinfectadas en camara de flujo laminar, a cada semilla se le corté una parte de
la testa para estimular la germinacion en menor tiempo (escarificacién), y luego se procedio
a infectar por inmersién en las suspensiones bacterianas por 10 minutos con sonicacion,
las semillas fueron secadas sobre toalla de papel o papel filtro estéril y se colocaron en
medio de cultivo MS sin reguladores de crecimiento y con acetosiringona a 100 pM por 4
noches, posteriormente se lavaron con cefotaxima a 250 mg L, se secaron y se pusieron
en medio de cultivo MS con cefotaxima 250 mg L. Posteriormente se colocaron sobre
medio de cultivo con el antibidtico de seleccion higromicina. Previamente se determiné el
efecto de la concentracion de higromicina sobre la germinacién y la concentracion inhibitoria

minima.

Con base al método in planta y dado que la semilla de tomate de arbol comuntiene un poco
mas de resistencia a la infeccion con Agrobacterium, se realizaron tres ensayos utilizando
las cepas EHA 105 con pMDC85::pcht28, EHA105 vacio (sin gen de interés) y AGL1 con
pMDCB85::pcht28, cada ensayo con 30 semillas para cada tratamiento y el control sin
infectar, con un total de 120 semillas evaluadas por ensayo. El procedimiento fue el mismo
gue el descrito anteriormente, se extrajeron las semillas del fruto y a estas se les cort6 una
parte pequefia de la testa, luego fueron sumerjidas en suspension bacteriana por 10
minutos con sonicacion, luego del tiempo de cocultivo las semillas no fueron transferidas a
medio de cultivo sino que se pasaron a cajas de Petri con papel toalla estéril con agua y
cefotaxima por 2 semanas para dejar germinar, posteriormente se les siguio adicionando
agua con cefotaxima e higromicina a 10 mg L! a aquellas semillas infectadas, a los
controles solo cefotaxima. Se registré el nUumero de semillas que germinaron y crecieron
con el antibidtico de seleccion, de estas se tomaron las plantulas méas grandes para realizar
extraccion de ADN y PCR como se describe en la seccion 4.2.3.4, para un total de 31
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muestras 9 para EHA105 pMDC85::pcht28, 8 para AGL1 pMDCS85::pcht28 y 13 para
EHAL105 pMDC85 vacio, y el control sin infectar.

4.2.3.4 Andlisis de PCR

A tejidos de tomate de arbol comun infectados con Agrobacterium se les realizé PCR, con
el fin de observar si hubo incorporacion de genes foraneos, utilizando los primers
mencionados anteriormente, o los primers para detectar el gen gfp (disefiado para gPCR)
Forward ofp: TCCATGCCATGTGTAATCCC y reverse ofp:
CCATTACCTGTCCACACAATCT. La reaccion de PCR se realiz6 para un volumen de 10
pl para cada tubo. El programa de amplificacion fue: 94°C 3 mins, 30 ciclos: 94°C 30 segs,
60°C 30 segs y 72°C 40 segs. Extension final a 72°C 5 mins. Se corroboré la presencia de
las bandas correspondientes al gen amplificado con tamafio de 120 pb, mediante

electroforesis de agarosa al 2%, las bandas fueron tefiidas con GelRed.
También se utilizaron los primers LC forward y LC reverse para el gen pcht28, y/o los

primers forward PP y reverse PP para el gen PpGlu, mencionados en la seccion 4.2.2. Las

bandas fueron observadas en gel de agarosa del 1% tefiidas con GelRed.

4.2.3.5 Analisis estadistico

Ya que los datos obtenidos fueron mas bien de ausencia presencia (0 y 1), tanto alos datos
de hoja como de semilla se les aplico la prueba de chi cuadrado de Pearson mediante el

paquete estadistico R.

4.3 Resultados

4.3.1 Clonacién vy transformacion de A. tumefaciens con los genes
pcht28 y PpGlu

Luego de las transformaciones de E. coli DB3.1y A. tumefaciens con el plasmido pMDC85

conteniendo el gen de quitinasa (pcht28) o glucanasa (PpGlu), se llevaron a cabo
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extracciones de ADN plasmidico y se verificé su concentracion y calidad mediante nanodrop
y electroforesis de agarosa, encontrandose el ADN adecuado para llevar a cabo PCR, con
la cual se pudo detectar el gen de quitinasa o glucanasa, con bandas de ~762 pb y ~1047
pb, respectivamente (figuras 4-4 y tabla 4-1), e indicando que las bacterias fueron

transformadas.

Figura 4-4. PCR para deteccién de los genes que codifican para (A) quitinasa (pcht28) y
(B) glucanasa (PpGlu). M: marcador de peso 100 pb (Thermo Scientific GeneRuler), C+:

control positivo, plasmido con gen de GenScript como molde, C-: control negativo (sin

molde)

Tabla 4-1: Datos nanodrop Thermo 2000, cuantificacion extracciones de ADN de plasmido

- e G S a——"e—

#|Sample ID | Nucleic Acid Conc. |Unit| A260 | A280 | 260/280|260/230|Sample Type Factor
1 0,2 ng/pl|0,004 |0,018 (0,23 -0,01 DNA 50,00
2 |(Reblank) [6,5 ng/ul(0,130 0,108 |1,21 0,06 DNA 50,00
3 0,4 ng/pl|0,007 |0,006 (1,23 0,75 DNA 50,00
4 |Q1 1791,8 ng/pl|35,836(18,798(1,91 2,51 DNA 50,00
5 Q2 2175,8 ng/ul|43,515[22,475(1,94 2,52 DNA 50,00
6 |Q3 1521,6 ng/pl|30,433|15,899(1,91 2,53 DNA 50,00
7 |Q4 2442,0 ng/pl|48,840|25,467|1,92 2,47 DNA 50,00
8 |Q5 1889,1 ng/pl|37,781(19,631(1,92 2,42 DNA 50,00
9 |Q6 2162,8 ng/pl|43,255(22,418(1,93 2,45 DNA 50,00
10|1Q7 1840,9 ng/pl|36,818|19,093(1,93 2,30 DNA 50,00
11|Q8 356,8 ng/ul|7,137 [3,611 |1,98 1,06 DNA 50,00
12|Q9 2293,3 ng/ul (45,866 |23,811(1,93 2,43 DNA 50,00
13|Q10 2106,0 ng/ul}42,121/22,406(1,38 2,45 DNA 50,00
14|Q11 1924,7 ng/ul|38,495(19,811(1,94 1,96 DNA 50,00
15|Q12 312,6 ng/pl|6,252 |3,254 (1,92 2,09 DNA 50,00
16|G1 2232,6 ng/ul[44,653|23,192(1,93 2,45 DNA 50,00
17|G2 1981,0 ng/pl|39,619|20,385(|1,94 2,29 DNA 50,00
18|G3 1768,2 ng/ul|35,364|18,337(1,93 2,42 DNA 50,00
19|G4 1969,2 ng/ul|39,385|20,564(1,92 2,49 DNA 50,00
20{BLANCO 3,6 ng/ul|0,072 (0,025 |2,81 0,44 DNA 50,00
21|BLANCO 0,7 ng/pl|0,014 |-0,001 |-15,55 0,10 DNA 50,00
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4.3.2 Ensayos preliminares de expresion de los genes pcht28 y PpGlu

en hojas de tomate de arbol comudn in vitro

Asi como se evaluod la concentracion minima inhibitoria de higromicina para explantes de
hoja en la seccién 2.3.1, esto se realiz6 también para semillas. Para estas, no se aprecio
germinacién a concentraciones mayores de 5 mg L%, a esta concentracion germinaron el
8,3% de las semillas. Los explantes en las diferentes concentraciones de higromicina
presentaron algun porcentaje de fenolizacion, entre rangos del 25% (a una concentracion
de 5 mgL?) al 41% (a40 mg L?) (figura 4-5). Se establecié como concentracién minima de
higromicina 10 mg L* para los ensayos con semillas.

Figura 4-5: Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria de higromicina en semillas

de tomate de arbol comun
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Para las transformaciones con el plasmido pMDC85::pcht28 o pMDC85::PpGlu, se
utilizaron las cepas EHA105 y AGL1 (figura 4-6).

Figura 4-6: Explantes de hojas de tomate de arbol comun infectadas con A. tumefaciens
(A) AGL1+ pMDC85::pch28 y (B) EHAL105 + pMDC85:: pch28, tejido con bacteria. OD 0,03-
0,06, 100 uM de acetosiringona, 4 noches de cocultivo y 5 mg L* de higromicina. (C) Control
sin transformar con brotes a los 2 meses
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(continuacion figura 4-6)

Después del proceso de infecciéon se observéd que los explantes de hoja se afectaban con
la manipulacion y la inmersion en la suspension bacteriana. La alta incidencia de la bacteria
se encontro para todos los tratamientos (EHA105::pcht28, EHA105::PpGlu, AGL1:: pcht28
y AGL1::PpGlu), sin embargo, los tratamientos AGL1 casi siempre presentaron el mayor
nimero de explantes con la bacteria con un 46-80% de los explantes evaluados con
ocurrencia de la bacteria en el tejido. Para la cepa EHAL05 el porcentaje oscil6 entre 21 y
62%.

Mientras que el mayor nUmero de explantes muertos o marchitos en medio de seleccion se
observo para los tratamientos EHA105 con un porcentaje entre un 37y 71% (figuras 4-7 a
4-10. Dado la alta incidencia de la bacteria, para los siguientes ensayos se decidio reducir
la OD de 0,5 hasta valores aproximados a 0,03-0,06. Asi como la concentracion del
antibiético de seleccién higromicina de 40 mg L* a 10 y 5 mg L. Los analisis de chi
cuadrado permitieron inferir una asociacion o dependencia altamente significativa (p<
0,0001) entre los tratamientos (cepa con el pldsmido) y la presencia de bacterias y de

explantes marchitos (figuras 4-7 a 4-10).
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Figura 4-7: Respuesta de los explantes de hojas de TAC en MIB con higromicina, después
de la infeccién con las cepas de A. tumefaciens EHA105 y AGL1 con el plasmido pMDC8S5,
con quitinasa (pcht28) o glucanasa (PpGlu). 80 explantes por tratamiento, acetosiringona

100 uM, cocultivo 4 noches, OD 0,5, higromicina 40 mg L*

A. Chi-cuadrado de Pearson - Total bacterias B. Chi-cuadrado de Pearson - Total marchitos

Chi-square test, 12(4) 399.15, p = <0.0001, n = 1198 Chi-square test, 12(4} 39.41, p = <0.0001, n = 1198
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Figura 4-8: Respuesta de los explantes de hojas de TAC en MIB con higromicina, después
de la infeccién con las cepas de A. tumefaciens EHA105 y AGL1 con el plasmido pMDCS85,
con guitinasa (pcht28) o glucanasa (PpGlu). 80 explantes por tratamiento, acetosiringona

100 pM, cocultivo 4 noches, OD 0,5, higromicina 10 mg L™

A. Chi-cuadrado de Pearson - Total bacterias B. Chi-cuadrado de Pearson - Total marchitos

Chi-square test, 12(4) =165.22, p = <0.0001, n = 800 Chi-square test, x2(4) 22.83, p =0.00014, n = 800
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Figura 4-9: Respuesta de los explantes de hojas de TAC en MIB con higromicina, después
de la infeccién con las cepas de A. tumefaciens EHA105 y AGL1 con el plasmido pMDC85,
con quitinasa (pcht28) o glucanasa.(PpGlu) 60 explantes por tratamiento, acetosiringona
100 pM, cocultivo 4 noches, OD 0,03-0,06, higromicina 10 mgL™?

A. Chi-cuadrado de Pearson - Total bacterias B. Chi-cuadrado de Pearson - Total marchitos C. Chi-cuadrado de Pearson - Total con brotes

Chi-square test, (4) 28.61, p = <0.0001, n = 300 Chi-sguare test, x2(4) =43.53, p = <0.0001, n = 300 Chi-square test, ¥’ (4) 43.53, p = <0.0001, n = 300
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Figura 4-10: Respuesta de los explantes de hojas de TAC en MIB con higromicina, después
de la infeccién con las cepas de A. tumefaciens EHA105 y AGL1 con el plasmido pMDC85,
con quitinasa (pcht28) o glucanasa (PpGlu). 12 explantes por tratamiento, acetosiringona

100 pM, cocultivo 4 noches, OD 0,03-0,06, higromicina5 mgL™*

A. Chi-cuadrado de Pearson - Total bacterias B. Chi-cuadrado de Pearson - Total marchitos

Chi-square test, y ?(4) = 14.02, p =0.0072, n =300 Chi-square test, ¥ (4) =14.02, p = 0.0072, n = 300
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Solo se logré observar brotes en hojas transformadas cuando estas se pasaron a MIB con
el antibidtico cefotaximay se dejaron por 2 meses, sin embargo, al ser transferidas a medio
de seleccion con higromicina, los tejidos que mostraron alguna respuesta comenzaron a
marchitarse y murieron. El porcentaje de formacién de brotes en tejidos infectados fue bajo
en medio sin seleccion, pero el mayor porcentaje se vio para AGL1+ pMDC85::pcht28 con
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un 13%. Los controles también presentaron marchitamiento y presencia de bacteria, pero
generaron brotes con un porcentaje de hasta 66% (figuras 4-12, anexo H3). No se logré
obtener plantulas transformadas a partir de hoja, aunque hubo alguna regeneracioén de
brotes, estos no sobrevivieron en medio de seleccion y la mayoria de los explantes murieron

por sobrecimiento de la bacteria (figura 4-12, anexo H3).

Figura4-11: Explantes de hoja de TAC infectados con Agrobacterium en MIB sin antibiotico
de seleccion, utilizando una OD de 0,03-0,06, 100 uM de acetosirongona y 4 noches de
cocultivo. (A) EHA105 + pMDCS85::PpGlu, (B) EHA105 + pMDC85::pcht28, (C) AGL1 +
pMDC85::pcht28, (D) AGL1 + pMDC85::PpGlu

(continuacion figura 4-11)

.

Figura 4-12: Explantes de hojas de TAC infectados con A. tumefaciens, transferidas a
medio de seleccion después de 2 meses en MIB.OD de 0,03-0,06, 100 pM de
acetosirongona y 4 noches de cocultivo. (A) EHA105 + pMDC85::pcht28, (B) EHA105 +
pMDC85::PpGlu, (C) AGL1 + pMDC85::pcht28

En los ensayos preliminares llevados a cabo en la unidad de transformacién genética del
CIAT se utilizé la cepa EHA105 + pMDC85::pcht28, y EHA105 + pCambia 1305.2 como
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control reportero del proceso de transformacion. De los dos métodos de infeccion utilizados,
en el que se utilizé el medio de cultivo AA liquido se observaron mas puntos gus positivos,
en comparacion con el método en el que se incubaron las bacterias hora y media en medio
de cultivo Chu liquido. Los tejidos de hoja en los medios MS y CPMA, fueron los primeros
en ser descartados, principalmente por marchitamiento del tejido, pero también por
presencia de la bacteria en los explantes. Los tejidos en medio NBA fueron los que mas
duraron y donde se observo formacion de callo, con zonas verdes, ya fuera que provinieran
del método de infeccion en medio AA o Chu (figura 4-13 y 4-14). Sin embargo, los callos no
se desarrollaron en brotes y plantulas, y con el pasar del tiempo la mayoria de los explantes
fueron descartados por presencia de la bacteria, quedando solo explantes de los controles
(figura 4-14).

Figura 4-13: Respuesta ensayo preliminar de transformacion de segmentos de hojas de
tomate de arbol comun en el CIAT, utilizando EHA105 + pMDC85::pcht28, OD de ~0,7, 100

UM de acetosiringona, 4 noches de cocultivo a 24°C, medio de selecciéon con 5 mgL-1 de

higromicina
150
100
0 - 1 ) [ |
% bact % hongo % marchitos % callo
HAA /MS AA MS control sin TDZ, con cefo
AA MS control con TDZ, con cefo, sin higro AA MS control con TDZ, con cefo, con higr
B AA MS sin TDZ, sin cefo, sin higro HAA / CPM
B AA CPMA control B AA / NBAs
B AA NBAs control sin higro B AA NBAs control con higro 5
B Chu/MS B Chu MS control con TDZ, con cefo, sin higro
Chu MS control con TDZ, con cefo, con higro Chu / CPM
Chu CPM control Chu / NBAs

B Chu NBAs control sin higro CHu NBAs control con higro 5
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Figura 4-14: Respuesta del proceso de transformacion de hojas de tomate de arbol comun
en el CIAT.(A) Tejidos sobrevivientes sin bacteria. (B) Control en medio de regeneracion-
NBA, método de infeccion en AA. (C) Respuesta en hoja en medio regeneracion-NBA
infectada con EHA105 + pMDC85::pcht28

En un segundo ensayo de transformacién usando el método 2, en el que se resuspendio la
bacteria en medio AA liquido con 100 uM de acetosiringona, se aprecio gran cantidad de
explantes con las hojas café con tendencia a marchitamiento, aunque se observo la
formacion de callo en algunos tratamientos y algunos tejidos controles. Al momento de
cambiar a medio de cultivo de seleccion a medio de cultivo de pre-regeneracion, los
explantes se tornaron mas caféy los controles que se apreciaban mas verdes comenzaron
a formar callo fibroso (figura 4-15). También se aprecio incidencia de la bacteria por lo que
se descartaron varios explantes de hoja.

Los montajes realizados para visualizar el gen reportero gfp mediante microscopio de
fluorescencia, en universidad Nacional de Colombia, sede Medellin no se visualizaron de
de manera clara a pesar de que el rango de cubrimiento de este fue de aproximadamente
de 455-485 nm, no se encontré un tejido que pudiese ser positivo con certeza con respecto
a los controles, y se observé pequefios puntos de fluorescencia tenue correspondientes a
los cloroplastos. Mientras que en el microscopio de fluorescencia Nikon en el CIAT se logré
visualizar fluorescencia en los explantes de hojas de tomate de arbol comun y de tabaco
visualizados en placas, donde se observd un verde mas intenso en hojas infectadas con
respecto al control, ambos bajo fluorescencia (figura 4-16).
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Figura 4-15: Respuesta del proceso de transformacion de hojas de TAC en el CIAT. (A)
Control sin transformar en medio de selecciéncon 5 mgL* de higromicina. (B) Control sin
transformar en medio de pre-regeneracioén con 5 mg L. (C) Hoja infectada con EHA105 +
pMDC85::pcht28 en medio de seleccion con 5 mgL* de higromicina. (D) Hoja infectada con
EHA105 + pMDC85::pcht28 en medio de pre-regeneracion con5 mg L* de higromicina. (E)
Hoja infectada con EHA105 + pMDCB85::pcht28 en medio de seleccion con 5 mg L de
higromicina. (F) Hoja infectada con EHA105 + pMDCS85::pcht28 en medio de pre-
regeneracion con 5 mg L de higromicina. (G) Hoja infectada con EHA105 + pCambia

1305.2 en medio de seleccion con 5 mg L de higromicina. (H) Hoja infectada con EHA105

+ pCambia 1305.2 en medio de pre-regeneracion con 5 mg L de higromicina
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Figura 4-16: Visualizacion del gen reportero gfp en tejido de hoja infectado con EHA105 +
PMDC85::pcht28.(A) Tejido hoja tomate de arbol comun bajo fluorescencia, (B) tejido hoja
tomate de arbol comun bajo luz blanca, (C) control (-), tejido de hoja de tomate de arbol sin
transformar bajo fluorescencia. (D) tejido de hoja de tabaco bajo florescencia, (E) tejido de

hoja de tabaco bajo luz blanca, (F) control (-) tejido de hoja de tabaco sin transformar

4.3.3 Ensayos preliminares de expresion de los genes pcht28 y PpGlu

en semillas de tomate de arbol comun

Para los ensayos de semillas, aunque se observé germinacion, también hubo alto
porcentaje de presencia de la bacteria después de la infeccion de las semillas. Los controles
presentaron el porcentaje de germinacion mas alto con un 80 al 86,6%, de las semillas
germinadas un 66 a 92% crecieron en medio de germinacion y luego fueron transferidas a
medio de crecimiento y desarrollo MCD (figura 4-17). En algunos casos se observo
fenolizacién de las semillas infectadas. De igual forma como para explantes de hoja, la OD
se ajusto hasta 0,03-0,06 y las concentraciones de higromicina en el medio de seleccion a
10 mg L
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Figura 4-17: Semillas de TAC infectadas con A. tumefaciens, utilizando una OD de 0,03-

0,06, 100 pM de acetosiringona, cocultivo 4 noches, medio de seleccién con 10 mg L de
higromicina. (A) con EHA105 + pMDC85::quitinasa, (B) con AGL1 + pMDC85::quitinasa, (C)
semillas control en medio de germinacion, (D) Plantula de TAC crecida en medio de

seleccion con 10 mg L' de higromicina, a partir de semilla infectada con EHA105 +
pMDC85::quitinasa

La prueba de chi cuadrado de Pearson mostré para los ensayos de semillas, que existe una
asociacion estadisticamente significativa entre las cepas utilizadas y la presencia de
bacterias y la germinacion, con un valor p < 0,0001. Se observé un porcentaje de bacterias
para la cepa EHA105 que oscil6 entre 51,7 y 66,7% y el porcentaje de germinacion entre el
50 y el 89%, mientras que para AGL1 el porcentaje de bacterias fue de 48,3 y 87,5% y de
germinacion del 50 al 86,6%. Los controles no presentaron bacteria (figuras 4-18 y 4-19,

anexo H).

Figura 4-18: Respuesta de las semillas de TAC en MIB con higromicina, después de la
infeccion con las cepas de A. tumefaciens EHA105 y AGL1 con el plasmido pMDC85, con
quitinasa (pcht28) o glucanasa (PpGlu). 60 semillas por tratamiento, acetosiringona 100
UM, cocultivo 4 noches, OD 0,5, higromicina 10 mgL™?
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(continuacion figura 4-18)

A. Chi-cuadrado de Pearson - Total bacterias B. Chi-cuadrado de Pearson - Total germinadas
Chi-square test, xz(d) =503.3, p = <0.0001, n = 1197 Chi-square test, 12(4} =33.27, p = <0.0001, n = 1197
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Figura 4-19: Respuesta de las semillas de TAC en MIB con higromicina, después de la
infeccién con las cepas de A. tumefaciens EHA105 y AGL1 con el plasmido pMDC85, con
guitinasa o glucanasa. 12 semillas por tratamiento, acetosiringona 100 uM, cocultivo 4
noches, OD 0,03-0,06, higromicina 10 mg L*

A. Chi-cuadrado de Pearson - Total bacterias B. Chi-cuadrado de Pearson - Total germinadas
Chi-square test, x2(4) 60.45, p = <0.0001, n = 300 Chi-square test, y (4 =15.14, p = 0.0044, n = 300
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De todos los ensayos para semilla, siete semillas germinaron y crecieron en medio de
seleccion con 10 mgL* de higromicina, de estas se colectaron tres muestras para plantulas
infectadas con EHA105+pmdc85::quitinasa, dos para plantulas infectadas con
AGL1+pmdc85::quitinasa, una para plantulas infectadas con EHA105+pmdc85::glucanasa
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y una para AGL1+pmdc85::glucanasa. A estas muestras se les realizd PCR con el fin de
observar presencia de banda del gen pcht28 o PpGlu, solo se logré ver una banda tenue

en la muestra correspondiente a EHA+pmdc85::glucanasay los controles positivos (figura
4-20).

Figura4-20: PCR para plantulas de semillas infectadas germinadas en medio de seleccion.
TAC C-: ADN de TAC sin infectar, EQ: EHA105+pMDC85::pcht28. AQ:
AGL1+pMDC85::pcht28. EG: EHA105+pMDC85::PpGlu. AG: AGL1+pMDCS85::PpGlu. C+:
plasmido con gen pcht28 o PpGlu, C-=control sin molde. Callo= muestra de callo de hoja
infectada con EHA105+pMDC85::pcht28. Marcador de 100 pb (Thermo Scientific
GeneRuler). Gel de agarosa al 1%, tincion con GelRed.

TAC C- E::Q E::Q E::Q A::Q A::Q C+ C-

~700 pb

Es:G A::G callo callo TACC- C+ C-

—_—
~1000 pb

Basado en el método in planta, de los ensayos de semillas infectadas y germinadas sobre
toalla de papel estéril se obtuvo un porcentaje de germinacion en medio de cultivo con
higromicina a 10 mg L! para EHA105+pMDC85::pcht28 del 22,2%, para
AGL1+pMDCS85::pcht28 del 12,2% y para EHA105+pMDC85 vacio del 32,2%. Para los
controles sin infectar la germinacion fue del 73,3%. La prueba de chi cuadrado de Pearson
permitié infierir que hay asociacion entre los tratamientos evaluados (cepa+constructo) y el
porcentaje de germinacion, con un p= 2x10¢ (figuras 4-21 y 4-22).
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Figura 4-21: Semillas infectadas con A. tumefaciens, basado en método in planta. (A)
Semillas infectadas con EHA105+pMDC85::pcht28. (B) Semillas infectadas con

AGL1+pMDCS85::pcht28. (C) Transferencia de plantulas germinadas a frascos, control sin
infectar

Figura 4-22: Porcentaje de germinacion para semillas infectadas con A. tumefaciens
basado en el método in planta

Chicuadrado PearsofPorcentaje germinacion
}2(3) = 94,912, p = 2%10= 360

50-
Semillas germinadas
NOgerminadas
Germinadas
25-
o-

AGL1:pcht2s Control EHA105Vac  EHA105:pcht28
Cepa Constructo

Porcent

De las semillas germinadas, se tomaron las plantulas mas grandes para extraccion de ADN
y PCR. Nueve plantulas de EHA105+pMDC85::pcht28, ocho de AGL1+pMDC85::pcht28 y
trece de EHA105+pMDC85 vacio, de las cuales se observo amplificacion para la mayoria
de las extracciones de plantulas de semillas infectadas con EHA105+pMDC85::pcht28 y
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AGL1+pMDCS85::pcht28, aunque algunas con unas bandas, muy tenues, y ninguna para
EHA105+pMDC85 vacio, con los primers para el gen reportero mgfp6 (figura 4-23).
Mientras que para el gen pcht28 se observaron 3 bandas para EHA105+pMDC85::pcht28
y 7 para AGL1+pMDC85::pcht28 (figura 4-24).

Figura 4-23: PCR para plantulas de semillas infectadas con A. tumefaciens con higromicina
10 mg L-1, basado en el método in planta, para detectar el gen mgfp6. EQ: EHA105 +
pMDC85::pcht28. AQ: AGL1 + pMDC85::pcht28. E+pmd85: EHA105+ pMDCS85 vacio. C+:
control positivo, plasmido con gen pcht28. CST: Control sin infectar. C-: control negativo,
sin molde. Marcador de 100 pb (Thermo Scientific GeneRuler). Gel de agarosa al 2%,
tincion con GelRed.
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Figura 4-24: PCR para plantulas infectadas con A. tumefaciens y germinadas con
higromicina 10 mg L?, basado en el método in planta, para detectar el gen pcht28. EQ:
EHA105 + pMDCS85::pcht28. AQ: AGL1 + pMDCS85::pcht28. C+: control positivo, plasmido
con gen pcht28. CST: Control sin infectar. C-: control negativo, sin molde. Marcador de 100
pb (Thermo Scientific GeneRuler). Gel de agarosa al 1%, tincion con GelRed.
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(continuacion figura 4-24)
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4.4 Discusion

Pese a los diversos ensayos llevados a cabo de transformacion genética, en la basqueda
de una transformacion estable, utilizando segmentos de hoja de tomate de arbol comunin
vitro, se evidencio sobrecrecimiento de la bacteria A. tumefaciens sobre el tejido infectado,
y una alta recalcitrancia a la regeneracion in vitro después del proceso de infeccion. Motivo
por el cual se redujo la OD de las bacterias a 0,03 i 0,06 para la infeccion de los tejidos. Se
ha visto que la densidad bacteriana durante el proceso de infeccién puede afectar la
eficiencia de transformacion; un cultivo demasiado diluido puede dar como resultado una
proporcion baja de bacterias/células diana, lo que reduce las frecuencias de transformacion,
mientras que los cultivos bacterianos concentrados pueden provocar un crecimiento
excesivo de bacterias y causar dafio tisular excesivo (Mondal et al., 2001, Norkunas et al.,
2018). De las cepas de Agrobacterium probadas, la cepa hipervirulenta AGL1 y la
supervirulenta EHA105 pueden producir mayor actividad de los genes reporteros,
sugiriendo que tienen una disposicion mas agresiva para la infeccion o un mecanismo de

transferencia de ADN-T mas efectivo en comparacion con otras cepas. Sin embargo,
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pueden ser dificiles de eliminar del tejido infectado, requiriendo concentraciones de
cefotaxima de 400 mg L o superiores (Terakami et al., 2007), aunque hay trabajos que
reportan concentraciones de 200 o 250 mg L* suficientes para eliminar Agrobacterium
(Kaur et al., 2020), lo que seria lo estandar. En este trabajo se utilizé concentraciones de
cefotaxima de 250 mg L%, las cuales no fueron suficientes para eliminar la bacteria de hojas
o semillas de TAC in vitro, y aun ensayando concentraciones de hasta 550 mg L* (datos no
mostrados), no se logré eliminar la bacteria, sino que una vez en medio de cultivo con el
antibiotico de seleccion higromicina se observé un aumento en el crecimiento bacteriano
(figuras 4-8 a 4-11, 4-21y 4-22).

En los ensayos de transformacién se observé una alta tasa de muerte en el tejido de hoja
in vitro (figuras 4-8 a 4-11), como efecto de la infeccion con Agrobacterium y el
sobrecrecimiento. La muerte celular se observa en cultivos de muchas células vegetales
después de la exposicion a A. tumefaciens, ya que desencadena la expresion de muchos
genes en la célula huésped, incluidos los componentes de la maquinaria de defensa de las
plantas (Veena et al., 2003). La modificacion de los parametros de transformacion puede
aumentar la probabilidad de transformar de manera estable algunos tipos de células
recalcitrantes; sin embargo, la muerte celular después de la infeccion por A. tumefaciens
sigue siendo una limitacion significativa (Gelvin, 2003, Khanna et al., 2007). La infeccién a
menudo genera un estallido oxidativo y la induccion de genes relacionados con la
patogénesis (Norkunas et al., 2018), lo que produce el oscurecimientoy la necrosis de los
tejidos después de la exposicion a A. tumefaciens. Esto ha sido reportado en muchas
plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas, incluida la uva (Perl et al., 1996), el sorgo (Gao
et al., 2005), el tomate, el pimiento y la lechuga (Van der Hoorn et al., 2000; Wroblewski et
al., 2005, Khanna et al., 2007).

El tomate de &rbol comun no es una especie recalcitrante a la regeneracion in vitro, ya que
puede producir plantas de novo ya sea via organogénesis, como se aprecia en el capitulo
1 del presente trabajo, 0 embriogénesis como ha sido ampliamente reportado (Correia &
Canhoto, 2011). Sin embargo, si se ha encontrado recalcitrancia al proceso de
transformacién genética in vitro mediante A. tumefaciens debido al desencadenamiento de
muerte del tejido, como se menciond anteriormente, al sobrecrecimiento y a la muy baja

regeneracion luego de la infeccion con la bacteria, pese a que mediante los genes
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reporteros se evidencia que ocurre transferencia del ADN-T de la bacteria a la planta. La
muy lenta y baja regeneracion en segmentos de hoja de tomate de arbol después de la
infecciéon con Agrobacterium, ya ha sido reportado por Atkinson y Garner (1993), quienes
fueron los primeros en publicar ensayos de transformacion transitoria y estable en tomate
de &rbol, variedad tamarillo (roja). Los autores indicaron, que fue dificil optimizar el proceso
de transformacion para tamarillo, ya que no fue siempre reproducible. Es sabido que el
genotipo del organismo receptor juega un papel importante en procesos de transformacion
(Michielse et al. 2005, Riedel et al., 2009), por lo que se piensa que la resistencia a la
infeccion con Agrobacterium del tomate de arbol y la lenta o nula regeneracién in vitro
posterormente, puede ser por su caracteristica rustica. Y como se mencion6 anteriormente,
es de considerar que Agrobacterium al ser un patégeno, puede desencadenar el

mecanismo de defensa en la planta y/o tejido de TAC que lleva a la muerte de los tejidos.

Para el caso de especies vegetales que presentan recalcitrancia en la regeneracion o el
proceso de transformacién genética, una alternativa como el método in planta resulta muy
atractiva, especialmente para especies de ciclo corto, y se ha utilizado con éxito en una
variedad de especies, a partir de semillas, como es el caso de berenjena (Subramanyam et
al., 2013) y algodon (Keshamma et al., 2008). Este método permite practicamente eliminar
la parte de cultivo de tejidos in vitro (Kaur & Devi, 2019), por lo cual se ensay6 en semillas
de tomate de arbol comun, sin el uso de medio de cultivo, ya que este facilita el crecimiento
de A. tumefaciens, sino que alternativamente se utilizo papel toalla estéril en cajas de petri.
Aunque la tasa de germinacion no fue muy alta en las semillas infectadas, del 12 al 22%
(figura 4-25), la mayoria de las plantulas sacrificadas y analizadas mediante PCR mostraron
una banda ya fuera para el gen reportero mgfp6 o para el gen pcht28 (quitinasa),
evidenciando la incorporacion del constructo o transgen en las semillas infectadas con las
cepas EHA105 o AGL1 de A. tumefaciens, y con el plasmido pMDC85::pcht28 (figuras 4-
26 y 4-27). Una limitante del método in planta para especies que tienen un ciclo largo de
produccion, afio y medio o mas, es que las plantas TO generalmente son quiméricas, y solo
se podra ver una integracion estable de un gen de interés a partir de la generacion T1
(Keshammaetal., 2008).

A nivel de genes reporteros, el gen gfp ha sido uno de los mas llamativos debido a que el

material que lo expresa se visualiza como una fluorescencia verde si hay una



Capitulo 4 111

transformacion transitoria o estable con el trasgen, sin requerir el sacrificio del material y si
se cuenta con el equipo adecuado como un espectrofotdmetro de fluorescencia especifico
para gfp, en contraste y como alternativa al gen reportero gus (Zhou et al., 2005). Ya es
conocido que la expresion transitoria o estable de genes, como los reporteros, podria verse
afectada a diversos factores como la especie, la posicion de la hoja y la edad de la planta
(Sheludko et al., 2007) y el genotipo del organismo receptor (Michielse et al. 2005, Riedel
et al., 2009).

Por otro lado, ha sido descrito que la clorofila presente en las hojas puede inhibir la
expresion de la fluorescencia del gen gfp, como en el caso de medicago y arroz (Zhou et
al., 2005). Zho y colaboradores encontraron que la clorofila b tiene un fuerte efecto negativo
sobre la fluorescencia de gfp, mientras que la clorofila a, provocé un efecto més leve. Las
clorofilas, especialmente la b, absorben a la longitud de onda de excitacion (488 nm) de
ofp, esto las convierte en competidores de gfp por la luz de excitacién. Por lo cual, es posible
a veces confundir puntos de fluorescencia proveniente de los cloroplastos con una
expresion real del gen. Aunque no se pudo realizar el seguimiento de gfp de manera
rigurosa o que fuera estadisticamente analizable, al no disponer del equipo adecuado para
esto, se logré en este trabajo ver en algunos tejidos de hoja infectadas con Agrobacterium
in vitro, fluorescencia predominantemente verde en contraste con un control no infectado,
mostrando posiblemente la transferencia de ADN-T en segmentos de hojas de tomate de

arbol comun, aunque no se obtuvieron plantulas regeneradas completas.

4.5 Conclusiones

La concentracién minima inhibitoria del antibiético de seleccién higromicina para semillas
de tomate de arbol comun fue de 10 mg L. Estas mostraron fenolizacion en todas las
concentraciones de higromicina, entre mayor fue esta mayor la fenolizacion, con hasta un
41% para concentraciones de 40 mg L.

No se obtuvieron plantulas de tomate de arbol comun transformadas in vitro, ya que los
tejidos de hoja presentaron un alto porcentaje de sobrecrecimiento bacteriano después de
la infeccidn in vitro con A. tumefaciens, entre 46-80% para la cepa AGL1 y 21-62% para la
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cepa EHA105, este sobrecrecimiento lleva a la muerte del tejido. Ademas, la tasa de
regeneracion de hojas in vitro de TAC cae drasticamente después de la infecciéon con
Agrobacterium y una vez los explantes son transferidos a medio con el antibiético de

seleccion.

Las semillas de TAC tienen una mejor resistencia a la infeccién in vitro con Agrobacterium,
en comparacion con explantes de hoja, ya que, aungque presentan sobrecrecimiento de la
bacteria, esta puede germinar, pero a una menor tasa. Por lo cual, estas fueron utilizadas
para probar el método in planta.

En los ensayos preliminares usando el método in planta con semillas de tomate de arbol
comun se obtuvo obtuvo un porcentaje de germinacion en medio de cultivo con higromicina
a 10 mg L para EHA105+pMDC85::pcht28 del 22,2%, para AGL1+pMDC85::pcht28 del
12,2% y para EHA105+pMDC85 vacio del 32,2%. La germinacion para los controles sin
infectar fue del 73,3%. De las plantulas transformadas con EHA105 o AGL1 a las que se
les realiz6 extraccion de ADN vy verificacion mediante PCR, se observaron bandas del

tamafo esperado.

El método in planta puede resultar en un método alternativo al proceso de transformaciéon
genética in vitro en tomate de arbol comun, que aunque el proceso de infeccion es similar,
no utiliza medio de cultivo semisolido que favorece el crecimiento bacteriano, sino que
utiliza sustratos para crecer en semillero, en este caso se evalué una etapa temprana en
toalla papel estéril donde se suministraba agua, sales basales diluidas y antibiéticos. Con
este método se reducen los inconvenientes que pueden presentarse con la fase in vitro
después de la infeccion con A. tumefaciens, como se ha encontrado para TAC con el
método tradicional.
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5. Conclusionesy recomendaciones

5.1 Conclusiones generales

El tomate de arbol comun tiene una buena tasa de regeneracion in vitro, como se obtuvo
en este trabajo mediante organogenesis directa a partir de tejidos de hoja. Las semillas 'y
explantes de peciolo también pueden ser (til para la obtencion de brotes multiples, aunque

en menor tasa que para segmentos de hoja.

La expresion transitoria del gen gusPlus permitio evidenciar la transferencia de ADN-T de
Agrobacterium tumefaciens en segmentos de hoja de tomate de arbol comun, sin embargo,
no se obtuvo plantulas in vitro a partir de tejidos infectados con la bacteria, siguiendo el
método de transformacién genética in vitro tradicional.

La agroinfiltracion de tejidos de tomate de arbol comun es una interesante alternativa para
probar genes en esta planta, en un tiempo mas reducido que por los métodos de
transformacién genética tradicionales y evitando los problemas que se presentan con
Agrobacterium en la fase in vitro. Considerando que ocurre transferencia de ADN-T de la
bacteria al tomate de arbol comun, comprobada por la expresion del gen reportero gusPlus

tanto in vitro como en planta.

La metodologia de transformacion genética in planta utilizando semillas, es sumamente
atractiva para tomate de arbol comun, debido a su recalcitrancia a los procesos de
transformacion in vitro y a la baja regeneraciéon después de la infeccion, esta metodologia
no requiere del cultivo de tejidos in vitro, ya que el medio de cultivo favorece el crecimiento
de la bacteria. El tomate de arbol comun tiene buena tasa de germinacion y se encontré
mediante PCR que, hay transferencia de ADN-T, siendo buen candidato para el uso de

esta tecnologia.
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Este trabajo es un punto de partida para la realizacion de otros estudios con mayor
profundidad, con especial enfoque en procesos de expresion transitoria mediante
agroinfiltracién de hojas y transformacion in planta utilizando semillas.

5.2 Recomendaciones

Para procesos de transformacion de tomate de arbol comun in vitro, se podria usar otros
explantes como peciolo y semillas, evaluados en el capitulo 1, para inducir brotes, posterior
a la infeccion con Agrobacterium, determinando el sobrecrecimiento de la bacteria sobre
estos tejidos (aungue ya se observo en semillas).

Se recomienda realizar la evaluacion de expresion de genes, y en el casodel gen reportero
gfp por un rango de dias mayor, mediante fluoroscopia y/o gPCR, con el fin de determinar

mejor el tiempo en el que ocurre la maxima expresion en tomate de arbol comun.

Debido al alto sobrecrecimiento de la bacteria, que causa la muerte del tejido, y dado que
el medio de cultivo favorece el crecimiento Se sugiere como alternativa a la trasformacion
genética in vitro en tomate de arbol comun, llevar a cabo transformacion in planta utilizando

semillas.

Para el proceso de transformacion genética in vitro de tomate de arbol comudn se podria
evaluar el uso de aditivos como PVP, acido ascorbico, tiosulfato de sodio, glutation y
tocoferol, con el fin de reducir la necrosis producida por el estrés oxidativo que puede
ocurrir después de la infeccién con Agrobacterium y posterior activacién del mecanismo de
defensa, y asi determinar si esto podria ayudar a mejorar el proceso de transformacién in

vitro de esta especie.

Adicionalmente, se podria evaluar algan supresor del silenciamiento génico, como el p19,
para combatir el silenciamiento postrascripcional, que podria tener algun efecto en la
expresion de genes en tomate de arbol comun, como en el gen reportero gfp. Ya sea

mediante agroinfiltracion o transformacion transitoria de tejidos in vitro.
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A. Anexo A: Analisis estadistico

organogénesisde TAC

Al: Andlisis estadistico brotes multiples en explantes de hoja:

Shapiro - Wilk normality test

data: resid(anavahoja)
W=0.9751,p -value =0.3434

spMmary (anavahoja)

DfS pM Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tratamiento 12 1375.7 114.64 8.44 1.48e - Q7 *x*
Residuals 39 529.8 13.58

Signif. codes: 0O 6***6 0.001 6*0606100604a H*6 0.05

> TukeyHSD(modelol)
Tukey multiple comparisons of means, 95% family - wise confidence level
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A2: Analisis
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Shapiro - Wilk normality test
data: resid(anavasemilla)
W=0.94993, p -value =0.0754
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Signi f.
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A3: Andlisis estadistico brotes en explantes de peciolo:

estadistico

multiples
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Kruskal

data: Brotes by Tratamiento
Kruskal - Wallis chi

-Wallisrank s

UM test

- squared =38.078, df =9, p

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test
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B. Anexo B: Medios de cultivo vy

soluciones

Medio YEP parallL

- 10 g de peptona

- 10 g de extracto de levadura

-5 g de NaCl

- Para medio sdlido agregar 6,5 g de agar (Sigma).

No es necesario ajustar pH

Medio LB parallL

- 10 g de triptona

- 5 g de extracto de levadura

-5 g de NaCl

-Para medio solido agregar 6,5 g de agar (Sigma).

No es necesario ajustar pH.

Medio YEB parallL

- 5 g de triptona
- 1 g de extracto de levadura
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- 5 g de caldo nutritivo

- 5 g de sacarosa

- 0,49 g de MgS04-7H20

- Para medio sdlido agregar 6,5 g de agar (Sigma).

No es necesario ajustar pH pero se puede verificar que esté a 7,2.

Medio AA pararesuspension bacteriana - infeccion con Agrobacterium parallL

- 50 ml de sales mayores AA a 20x

- 10 ml de FeEDTA a 100x

- 10 ml de sales menores B5 a 100x

- 100 ml de aminoéacidos AA pH8 a 10x
- 20 g de sacarosa

- 10 g de glucosa

- 0,5 g de aminoacidos assay vitaminas
- Acetosiringona 100 pM

Ajustar a pH 5,2y filtrar

Medio AB para resuspension bacteriana, activacion genes vir e infeccién con
Agrobacterium parallL

- AB buffer 20x: 60 g L-1 de K2HPO4, 20 g L-1 de NaH2PO4

- Sales AB 20x pH 7: 20 g L-1 de NH4CI, 6 g de MgS04-7H20, 3 g de KCI, 0,26 g de
CaCl-2H20, 50 mg de FeS04-7H20

- 50 ml de buffer AB 20x

- 50 ml de sales AB 20x

- 5 g de glucosa

- MES 62,5 mM

pH 5,2
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C. Anexo C: Graficas y analisis
estadistico ensayos con pCambia
1305.2

Porcentaje de bacterias en explantes de hoja después de la infeccion con EHA105 +
pCambia 1305.2, ensayo preliminar CIAT

EHA105+pCambia 1305.2

Chu/NBAs control - con higro 5

Chu/NBAs control - sin higro

Chu/CPM control

Chu/CPM

Chu/MS control con TDZ - con cefo -con higro
Chu/MS control con TDZ-con cefo - sin higro
AA/NBAs control - con higro 5

AA/NBAs control - sin higro

AA/CPMA control

Medio

AA/CPMA

AA MS sin TDZ - sin cefo -sin higro

AA MS control con TDZ - con cefo -con higro
AA MS control con TDZ - con cefo - sin higro
AA MS control sin TDZ con cefo

Chu/NBAs

AA/NBAs

AA/MS

Chu/MS

20 40 60
Bacteria (%)

Porcentaje de explantes de hoja marchitos después de lainfeccion con EHA105 + pCambia

1305.2, ensayo preliminar CIAT
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D. Anexo D: Infiltracion de hojas y

corridas gPCR

D1: Primera corrida para el constructo con pcht28 (quitinasa) para los dias 0, 2, 3, 4y 5,

curvas de amplificacion

Cycle

.am o2 03 032-03 04042043 0510052
as- 3< 2 1 RPLU Y. | RPLU RPLZ 1 RF’LZ PL2 RPL3-1g RPL3 2 RPL3- i RPL4
FlPL4 npu RPLS1  RPLS-RPLS: c P RPL TACHH RPL TACJ GFP TAC

GFP TAC2

D2: Segunda corrida para el constructo con pcht28 (qutinasa) para los dias 0, 2, 3, 4y 5,

curvas de amplificacion
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Fluorescence
o

10 15
GFP TAC 1 RPLO 1- RPLO Z-RF'LO 3 RPL2 1. RPL2 Il RPL2 3 RPL3 EE GREER
L4 1 RPL4 2 RPL4 300 RPLS 117 RPLS 2. RPLS Qo 1. El QZ 1 Q22

03 1 03 i 03 g 04 1 04 2 04 3 05 1 os 2 RPLTAC GFP TAC2

_c RPL.C GrPJ RPL TACT

D3: Corridapara el constructo con PpGlu (glucanasa) para los dias 0, 2, 3, 4y 5, curvas

de amplificaciéon

Fluorescence
r =
in

=

G532 RPL5-1MRPL52  RPLS FIF'L T PL TAC2

RPL C-

RPL4-2 RPL4- g 651 65

GFFTAC  GFP TAC2. GFPC

§ w
GO0 Go 2 Go g FPLO HPLU APLO S 62 GZ L21 RPL22
RPL23 1 G3-1 ] 632 am}m RPL32| | RPL3: 41 RPL41
R

D4. Analisis datos infiltraciones con pCambia 1305.2, expresion gusPlus en células de

hojas de tomate de arbol comun
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Kruskal - Wallis rank s

data: Guslinfiltraciones$ Gus+" by Guslnfiltraciones$DIA

Kruskal -Wallis chi - squared =302.99, df =6, p

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test

data: GusInfiltraciones$ Gus+  and GusInfiltraciones$DIA

C De D1
De - - -
Dl - - -
D2 < 2e-16 < 2e-16 < 2e-16
D3 < 2e-16 < 2e-16 < 2e-16
D4 2.3e-16 2.3e-16 2.3e-16
D5 < 2e-16 < 2e-16 < 2e-16

P wvalue adjustment

method:

D2 D3

1.000 -
8.501 ©.822
1.000 1.600

bonferroni

MM test

D4

1.000

Junn (1964) Kruskal-Wallis multiple comparison
p-values adjusted with the Bonferroni method.

Comparison
1 C - D@
2 c-D
3 D8 - D1
1 C - D2
5 D8 - D2
5 D1 - D2
7 C - D3
B3 De - D3
3 D1 - D3
10 D2 - D3
11 C - D4
12 D8 - D4
13 D1 - D4
14 D2 - D4
15 D3 - D4
16 C - D5
17 D8 - D5
18 D1 - D5
19 D2 - D5
20 D3 - D5
21 D4 - D5

o e

[N

]

z

.Goeeeee
.gooee0e
.Goeeeee
-9.
-9.
-9.
-1e.
-18.
-1e.
-8.
-7.
-7.
-7.
.8435727
.8119593
-9.
-9.
-9.
.6561638
.4245583
-1.

7502822
7582822
7582822
5185887
5185887
5185887
7683865
7066294
7866294
7066294

8948384
8948384
8948384

3874890

P.unadj

.B00000e+00

000600e+00
200000e+00
841613e-22
841813e-22
841813e-22
892800e-26
B892880e-26
892800e-26
422576e-81
291842e-14
291842e-14
291842e-14
899578e-82
924874e-83
542714e-20
542714e-20
542714e-28
117188e-01

.542872e-81
.653171e-01

PR R RN NN P OORNRNNE R PR WWWE e

P.ad]

. 000000+
. 000000e+00
. 000000+
.866127e-21
.866127e-21
.866127e-21
.489488e-24
.489488e-24
.489488e-24
.0BBeB0e+08
.712868e-13
.712868e-13
.712868e-13
.689113e-01
.834056e-01
.BB3970e-18
.BB3970e-18
.BB3976e-18
.BBO0aRe+008
.0B0000e+08
.BBO0aRe+008

-value < 2.2e

D5. Células observadas al microscopio, ensayo de agroinfiltracién de hojas de TAC con

EHAL105 + pCambia 1305.2, expresion gen gusPlus mediante tincion histoquimica con X-

Gluc, objetivo 20x, para conteo y andlisis estadistico:

1. Control. (A) Células de la epidermis. (B) Células de parénquima.
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2. Células del parénquima. (C) Dia 0 de infiltracion. (D) Dia 1 de infiltracion
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3. Células del parénquima. (E) Dia 2 de infiltracion. (F) Dia 3 de infiltracion
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E. Anexo E: Analisis estadistico
infiltracion frutos TAC

Shapiro - Wilk normality test

data: sintoma$"7dias" + sintoma$ 15dias” + sintoma$ 21dias’
W =0.95913,p -value =0.1564

#### anova para 7dias
> summary(anovaa)

Df S uM Sq Mean Sq F value Pr(>F)
sintoma$Tratamiento 3 4.180 1.39 32 16.12 8.33e - Q7 ***
Residuals 36 3.112 0.0865

##### anova 15 dias
> summary (anovalbdias)
Df S uM Sq Mean Sqg F value Pr(>F)

sintoma$Tratamiento 3 6.285 2.0950 16.74 5.66e - Q7 ***
Residuals 36 4.506 0.1252
Signif. codes: 0O 6***6 0.001 O6*0610060D 4*6 O
### anova para 21 dias
> summary (anova2ldias)
Df S uM Sq Mean Sq F value Pr(>F)
sintoma$Tratamiento 3 6.149 2.0497 13.96 3.4e - 06 ***
Residuals 36 5.286 0.1468
Signif. codes: 0O 6***6 0.001 6*10V610060DH d4*d6 O

#### ANOVA para todos los dias

> summary (anova?2)

Df S uM Sq Mean Sq F value Pr(>F)
sintoma$Tratamiento 3 48.94 16.313 16.84 5.32e - Q7 ***
Residuals 36 34.88 0.969

. 05

. 05

o
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Signi f codes

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = sintoma$ 7dias” ~ sintoma$Tratamiento, data = sintoma)

%" sintoma$Tratamiento™

diff lwr upr
Gluc-Agromix -8.705 -1.05913918 -0.35086082
Quit-Agromix -08.845 -1.19913918 -8.490860882
Vac-Agromix -8.415 -8.76913918 -0.86886082
Quit-Gluc -8.14@ -0.49413918 ©.21413918
Vac-Gluc 9.290 -0.06413918 0.64413918
Vac-Quit 08.438 ©.87586082 . 78413918

p adj
.000a285 ===
2008011 ===
0162769 =
.7128367
.141@945
8121372 =

[

[
[oR-

©

> TukeyHSD(anoval5dias)

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = sintoma$ 15dias™ ~ sintoma$Tratamiento, data = sintoma)

%" sintoma%$Tratamiento™
diff Twr upr
Gluc-Agromix -8.74 -1.1661284 -8.3138796 0
Quit-Agromix -1.87 -1.4961284 -0.6438796 0.0000004
Vac-Agromix -8.41 -8.8361284 0.0161204 0.8629461
Quit-Gluc -9.33 -8.7561204 ©.8961204 0.1771187
a
]

p adj
.6082265

Vac-Gluc 8.33 -8.8961284 0.7561284 @.1771187
Vac-Quit 8.66 ©.233879%6 .B861204 ©.0018052

o ®

I
Tukey multiple comparisons of means

95% family-wise confidence level

H##HHF tukey 7dias

### tukey 15dias

Fit: aov(formula = sintoma$ 2ldias” ~ sintoma$Tratamiento, data = sintoma) ### tukey para 2ldias

$” sintoma$Tratamiento”

diff lwr upr p adj
Gluc-Agromix -08.66 -1.1215304 -0.1984696 ©.08025080
Quit-Agromix -1.87 -1.5315304 -0.6884696 ©.0000019
Vac-Agromix -8.37 -8.8315304 ©.0915384 0.1542877
Quit-Gluc -0.41 -8.8715304 ©.0515304 0.8967001
Vac-Gluc 8.29 -8.1715384 ©.7515304 0.3424824
Vac-Quit .70 ©.2384696 1.1615304 0.0012908
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F. Anexo F: Obtencion de celulas
competentes y transformacion de E.

coliy A. tumefaciens

Obtencion de células competentes de E. coli DB3.1

1. Estriar las bacterias en medio LB sdlido con 50 mg L-1 de estreptomicina, incubar toda
la noche a 37°C.

2. Inocular una colonia aislada en 2 ml de medio LB liquido sin antibiético, incubar toda la
noche a 37°C y 180 rpm.

3. Inocular 300 ul de suspension bacteriana en 30 ml de medio LB liquido, incubar 4 horas
hasta alcanzar una densidad 6ptica (OD) de 0,5-0,6 a 600 nm.

4. Incubar sobre hielo 30 minutos.

5. Centrifugar a 4000 rpm, 6 minutos a 4°C.

6. Descartar sobrenadante y resuspender pellet en 30 ml de CaCl2 100 mM muy frio e
incubar en hielo 5 minutos.

7. Repetir centrifugacion, descartar sobrenadante, resuspender en 3 mlde CaCl2 muy frio
cuidadosamente. Dispensar 200 pl en tubos Eppendorf de 1,5 ml.

8. Dejar en hielo 30 minutos antes de usar. O dejar 15 minutos antes de almacenar con

glicerol a una concentracion final de 30% y congelar a -80°C.
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Transformacién de células competentes de E. coli DB3.1

1. Tomar un tubo de 1,5 ml con 200 ul de las bacterias anteriores, y adicionar 2 pl de
plasmido (~100 ng). Dejar 2 minutos a 42°C en bafio maria.

2. Enfriar en hielo 10 minutos.

3. Anadir 700 pl de medio LB liquido sin antibitticos y precalentado a 37°C. Incubar 1 hora
a 37°Cy 200 rpm.

4. Plaquear en medio soélido con 50 mgL-1 del antibiético kanamicina. Incubar toda la noche
a37°C.

5. Inocular una colonia en 30 ml de medio liquido con estreptomicina y kanamicina, dejar 4
horas o toda la noche a 37°C. A partir de estas suspensiones bacterianas se realizaron
stocks con glicerol al 85%, almacenado a -80°C.

Obtencién de células competentes de Agrobacterium

1. Crecercada cepa en medio YEP sélido con los antibidticos correspondientes, crecertoda
la noche a 28°C.

2. Inocular una colonia en 30 ml de medio YEP liquido, con los antibioticos necesarios.
Crecera 28°C y 180 rpm, ~24 horas o hasta alcanzar una OD de 0,5-1

3. Incubar sobre hielo 30 minutos. Centrifugar a 3.600 rpm, 10 minutos a 4°C.

4. Descartar sobrenadante y resuspender pellet en 30 mlde CaCl. 20 mM muy frio y volver
a centrifugar 8 minutos.

7. Descartar sobrenadante, resuspender en 2 ml de CaClz. Alicuotar volimenes de 200 pl
en tubos eppendorf y adicionar glicerol al 85% para almacenar a -80°C.

8. Dejar en hielo 15 minutos antes de almacenar o usar.

Transformacion de bacterias competentes de Agrobacterium

1. Mantener tubo con bacterias competentes en hielo, y adicionar 5 pg de plasmido (1-10
pg/ W) antes de descongelar.

2. Sumergir tubo con mezcla anterior (bacterias/plasmido) en nitrogeno liquido por 5
minutos.
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3. Descongelar por 10 minutos a 37°C en bafio maria. Transferir a tubo eppendorf con 1 ml
de medio YEP sin antibiéticos e incubar 3 horas en agitacion a 28°C.

4. Centrifugar 2 minutos a 8.000 rpm (Thermo scientific Heraeus). Descartar sobrenadante,
resuspender bacterias en medio liquido (0,1-1 ml) con los antibiéticos correspondientes
para cada cepa.

5. Plaquear 100-300 yl en medio YEP sélido con el antibiético de seleccion, 50 mg L de
kanamicina
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G. Anexo G: Protocolode extraccidonde
ADN plasmidico

1. Transferir 1,5 ml de suspensién bacteriana a un Eppendorf de 1,5 ml, centrifugar a 13.000
rpm 4 minutos.

2. Descartar sobre nadante y resuspender en 100 pl de solucion | (ver anexos) fria, dar
vortex e incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

3. Anadir 200 pl de solucion Il y 1 pl de ARNasa a cada tubo, mezclar bien por inversion.
Incubar en hielo 5 minutos.

4. Anadir 150 pl de solucion Il fria, mezclar por inversion o vortex. Incubar en hielo 10
minutos.

5. Dar vortex unos segundos, centrifugar 5 minutos a 13.0000 rpm.

6. Transferir sobrenadante a eppendorf y afiadir 2X de isopropanol frio. Mezclar por
inversion e incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

7. Centrifugar 10 minutos a 15.0000 rpm y descartar sobrenadante.

8. Ahadir 1 ml de etanol al 70%, mezclar invirtiendo varias veces. Centrifugar 3 minutos a
13.000 rpm y descartar sobrenadante.

9. Dejar secar el etanol y resuspender el sedimento en 30 pl de agua milli-Q. Almacenar a
-20°C.
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H. Anexo H: Analisis y datos de
ensayos de transformacion en tomate

de arbolcomun con pMDC85

H1 Datos de la evaluacion de la concentracion minima del antibiotico de seleccion,
higromicina
Evaluacién de la concentracion de higromicina sobre la regeneracion de segmentos de hoja

de tomate de arbol comun, 24 explantes por tratamiento (4 cajas de petri con 6 explantes)

Evaluacion para semillas, 24 semillas sin transformar

Concentraciones [mg L-1] 0 5 10 20 30 40
Fenolizadas 0 6 5 5 8 10
Semillas con germinacion 22 2 0 0 0 0
% fenolizacion 0 25| 20,83] 20,83 33,33 41,67
%Sem germinadas 91,67 8,33 0 0 0 0

H2 Datos de ensayos de transformacion utilizando hojay el pldsmido pcambia 1305.2:
80 explantes (hojas) por cepa, acetosiringona 100 pM, cocultivo 4 noches, OD ~1, seleccion

con higromcina 40 mg L-1

Total

con Total % % Exp con| % exp con
Cepa bact % bact | hong hongo | Marchitos | marchitos | brotes brotes total exp
LBA4404 5 6,25 10 12,5 59 73,75 6 7,5 80
EHA105 11 13,75 8 10 53 66,25 8 10 80
AGL1 57| 71,25 2 2,5 16 20 5 6,25 80
Control 0 0 0 0 29 36,25 51 63,75 80
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Total Total % % Exp con| % exp
Cepa bact % bact | hong hongo | Marchitos | marchitos | brotes brotes total exp
LBA4404 6 7,5 3 3,75 69 86,25 2 2,5 80
EHA105 13 16,25 6 7,5 59 73,75 2 2,5 80
AGL1 50 62,5 1 1,25 28 35 1 1,25 80
control 0 0 0 0 13 16,25 67 83,75 80
promedio de los datos anteriores por cepa

Total Total

con con % Exp % Exp con| % exp con
Cepa bact % bact | hong hongo | marchitos | marchitos | brotes brotes
LBA4404 55 6,875 6,5 8,125 64 80 4 5
EHA105 12 15 7 8,75 56 70 6,25
AGL1 53,5| 66,875 1,5 1,875 22 27,5 3 3,75
control 0 0 0 0 21 26,25 59 73,75

Ensayo cenicafa, transformacion con las cepas AGL1 o EHA105 con el plasmido

pCambia 1305.2 o el plasmido pMDCB85::quitinasa/glucanasa 6 explantes

%

Exp con|% Exp marchito | Exp con| % total
cepat+plasmido+medio lab | bact bact | marchitos (s brotes brotes | exp
AGL1+pCambia+medio lab 16,67 5 83,33 0
EHA105+pCambia+medio lab 2133,33 66,67 0
AGL1+pMDCB85::Q+medio lab 2(33,33 4 66,67 0 0
EHA105+pMDC85::G+medio
lab 16,67 83,33
EHA105 vacio+medio lab 16,67 83,33
AGL1+pCambia+medio
cenicafa 0 0 6 100 0 0 6
EHA105+pCambia+medio
cenicafia 0 0 6 100 0 0 6
AGL1+pMDC85::Q+medio
cenicafa 2(33,33 4 66,67 0 0 6
EHA105+pMDC85::G+medio
cenicana 1(16,67 5 83,33 0 0 6
EHA105 vacio+medio
cenicafia 0 0 6 100 0 0 6
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150

100

50

Ensayo transformacion CENICANA

% bact

m AGL1+pCambia+medio lab

AGL1+pMDCB85::Q+medio lab

m EHA105 vacio+medio lab

% marchitos

m EHA105+pCambia+medio lab
EHA105+pMDC85::G+medio lab

% brotes

m AGL1+pCambiat+tmedio cenicafia

m EHA105+pCambiatmedio cenicafia AGL1+pMDCB85::Q+medio cenicafa

m EHA105+pMDC85::G+medio cenicaaHA105 vacio+medio cenicafia

H3 Datos de ensayos de transformacion utilizando hoja y el plasmido pMDC85

T1 Hoja 80 explantes, 4 noches cocultivo 100 uM de acetosiringona, OD 0.5, seleccion
40 mg L-1 higromicina

Total Total

con % con total % total con| %
cepatgen bact bact | hong % hongo | marchitos marchitos brotes brotes | total exp
EHA105+QU
IT 57 | 71,25 0 0 23 28,75 0 0 80
EHA105+GL
U 52 65 0 0 28 35 0 0 80
AGL1+QUIT 61| 76,25 0 0 17 21,25 0 0 78
AGL1+GLU 66| 825 0 0 14 17,5 0 80
Control 0 0 0 0 13 16,25 67 83,75 80

T2 Hoja 80 explantes, 4 noches cocultivo, 100 uM de acetosiringona, OD 0.5, seleccion
40 mg L-1 higromicina

Total Total

con % con total % total con| %
cepa+tgen bact bact [ hongo [ %hongo | marchitos | marchitos [ brotes brotes | total exp
EHA105+QU
T 43| 53,75 0 0 37 46,25 0 0 80
EHA105+GL
U 56 70 0 0 24 30 0 80
AGL1+QUIT 62| 775 1 1,25 17 21,25 0 0 80
AGL1+GLU 59 [ 73,75 0 0 21 26,25 0 0 80
Control 0 0 0 0 19 23,75 61 76,25 80

T3 Hoja 80 explantes, acetosiringona 100 uM y 4 noches cocultivo, OD 0.5, seleccion
40 mg L-1 higromicina
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Total Total
con % con total % total con| %
cepatgen bact bact | hong % hongo | marchitos marchitos brotes brotes | total exp
EHA105+QU
IT 37| 46,25 0 0 43 53,75 0 0 80
EHA105+GL
U 42| 52,5 0 0 38 47,5 0 0 80
AGL1+QUIT 52 65 0 0 28 35 0 0 80
AGL1+GLU 69 | 86,25 0 0 11 13,75 0 0 80
control 0 0 0 0 52 65 28 35 80

H4 Andlisis de ensayos de transformacion utilizando hojay el plasmido pMDC85

Tabla de contingencia y chi cuadrado de Pearson:

Total bacterias

#3 Total_bacterias

## Tratamiento Ausencia Presencia
## AGLI+GLUC 45 194
H## AGLI+QUIT 61 177
H## C 248 a
2 EHA+GLUC a1 149
2 EHA+QUIT 1e3 137
2 Total_bacterias

## Tratamiento Ausencia Presencia
H## AGLI+GLUC 48 124
H## AGLI+QUIT 61 177
2 C 248 a
2 EHA+GLUC 91 149
2 EHA+QUIT 1e3 137
3

## Pearson's Chi-squared test

##

## data: TC

## X-squared

= 399.15,

df =

4, p-value < 2.22-16
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Tabla de contingencia y chi cuadrado de Pearson:

Total marchitos

## Total_marchitos

## Tratamiento Ausencia Presencia
##  AGLI+GLUC 194 46
## AGLI+QUIT 176 62
## C 156 84
## EHA+GLUC 15@ a8
## EHA+QUIT 137 1a3
## Total_marchitos

## Tratamiento Ausencia Presencia
## AGLI+GLUC 194 46
##  AGLI+QUIT 176 62
## C 156 84
## EHA+GLUC 158 s}
## EHA+QUIT 137 1a3
##

## Pearson’s Chi-squared test

##

## data: TCL

C
## X-squared = 39.41, df = 4, p-value = 5.731e-28

T4 Hoja, 80 explantes, acetosiringona 100 uM y 4 noches cocultivo, OD 0.5, seleccion
10 mg L-1 higromicina

Total Total

con % con total % %
cepatgen bact bact | hong % hongo | marchitos marchitos | total brotes | brotes | total exp
EAATO5+QU
IT 56 70 0 0 24 30 0 0 80
EHA105+GL
U 35| 43,75 0 0 45 56,25 0 0 80
AGL1+QUIT 48 60 2 25 30 37,5 0 0 80
AGL1+GLU 51| 63,75 5 6,25 24 30 0 0 80
control 3| 3,75 0 0 40 50 37| 46,25 80

T5 Hoja, 80 explantes, acetosiringona 100 uM y 4 noches cocultivo, OD 0.5, seleccion
10 mg L* higromicina

Total % Total total % total con| %

cepatgen bact bact | hong % hongo | marchitos marchitos brotes brotes | total exp
EHA105+QU

T 35| 43,75 0 0 45 56,25 0 0 80
EHA105+GL

U 41| 51,25 0 0 39 48,75 0 0 80
AGL1+QUIT 47| 58,75 0 0 33 41,25 0 0 80
AGL1+GLU 56 70 0 0 24 30 0 0 80
control 2 2,5 0 0 43 53,75 35| 43,75 80
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H5 Andlisis de ensayos de transformacion utilizando hojay el plasmido pMDC85

Tabla de contingencia y chi cuadrado de Pearson:

Total bacterias

2 Total_bacterias

## Tratamiento Ausencia Presencia
k2 AGLI+GLUC 53 1a7
k2 AGLI+QUIT B5 a5
# C 155 5
##  EHA+GLUC 84 76
##  EHA+QUIT 59 a1
H2 Total_bacterias

## Tratamiento Ausencia Presencia
7 AGLI+GLUC 53 1a7
7 AGLI+QUIT 65 a5
k2 C 155 5
k2 EHA+GLUC 84 76
2 EHA+QUIT 69 91
8

## Pearson's Chi-squared test
#i

## data: TC
## X-squared = 165.22, df = 4, p-value < 2.22-16

Tabla de contingencia y chi cuadrado de Pearson:

Total marchitos

## Total_marchitos

## Tratamiento Ausencia Presencia
F# AGLI+GLUC 112 43
F# AGLI+QUIT a7 63
F# C 77 83
F# EHA+GLUC 76 84
F# EHA+QUIT 91 69
## Total_marchitos

## Tratamiento Ausencia Presencia
F# AGLI+GLUC 112 43
F# AGLI+QUIT a7 63
F# C 77 83
F# EHA+GLUC 76 84
F# EHA+QUIT 91 69
F#

## Pearson’'s Chi-squared test

##

## data: TCL
## X-squared = 22.831, df = 4, p-valus = 2.0021369
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T6 Hoja, 60 explantes, acetosiringona 100 pM y 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06,
seleccion 10 mg L higromicina, se dejé 2 meses en medio de regeneracion

Total % Total total % total con| %

cepatgen bact bact [ hong % hongo | marchitos | marchitos | brotes brotes | total exp
EHA105+QU

T 18 30 0 37 61,67 5 8,33 60
EHA105+GL

) 13| 21,67 0 43 71,67 4 6,67 60
AGL1+QUIT 28| 46,67 0 24 40,00 8 13,33 60

1,6666

AGL1+GLU 33 55 0 26 43 1 7 60
Control 10| 16,67 0 10 16,67 40( 66,67 60

H6 Andlisis de ensayos de transformacion utilizando hojay el plasmido pMDC85

Tabla de contingencia y chi cuadrado de Pearson:

Total bacterias

#*

##

#*

C

##

O 4 W M 4
#

#

# oH H

##

C

#*

HOH O OH O OH O
H

H*

#* #

I
H

#

data:
%

Total_bacterias

EHA+GLUC
EHA+QUIT

27
32
50
47
42

Total bacterias

EHA+GLUC
EHA+QUIT

TC

27
32
58
47
42

Pearson’'s Chi-squared test

# Tratamiento Ausencia Presencia
AGL1+GLUC
AGL1I+QUIT

33
28
18
13
18

Tratamiento Ausencia Presencia
AGLI+GLUC
AGLI+QUIT

33
28
1le
13
18

squared = 28.61, df = 4, p-value = 9.383e-86
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Tabla de contingencia y chi cuadrado de Pearson:

Total marchitos

##

Total_marchitos

## Tratamiento Ausencis

##
##
# C
##
##

#2
# T
##

##

# C
#2
##

4
4
##
## data:

AGL1+GLUC
AGLI+QUIT

EHA+GLUC
EHA+QUIT

34
36
58
17
23

Presencia

Total_marchitos

EHA+GLUC
EHA+QUIT

TC1

ratamiento Ausencia
AGL1+GLUC
AGL1+QUIT

34
36
58
17
23

26
24
18
43
27

Presencia

Pearson's Chi-squared test

26
24
1@
43
37

## X-squared = 43.527, df = 4, p-value = 5.045e-8%

T7 Hoja 12 explantes, acetosiringona 100 uM y 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06,
seleccion 5 mg L higromicina

Total % Total total % %

cepatgen bact bact | hong % hongo | marchitos marchitos | total brotes | brotes | total exp
EHA105+QU

IT 5| 41,67 0 0 7 8,75 0 0 12
EHA105+GL

U 6 50 0 0 6 7,5 0 0 12
AGL1+QUIT 8| 66,67 0 0 4 5 0 12
AGL1+GLU 8| 66,67 0 0 4 5 0 0 12
control 1| 8,33 0 0 9 11,25 2 2,5 12

T8 Hoja, 12 explantes, acetosiringona
seleccion 5 mg Lt higrommicina

100 uM y 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06,

Total % Total total % %

cepa+gen bact bact | hong % hongo | marchitos marchitos | total brotes | brotes | total exp
EHA105+QU

IT 7] 58,33 0 0 5 41,67 0 0 12
EHA105+GL

U 8| 66,67 0 0 4 33,33 0 0 12
AGL1+QUIT 9| 75,00 0 0 3 25,00 0 0 12
AGL1+GLU 9| 75,00 0 0 3 25,00 0 0 12
control 8| 66,67 0 0 4 33,33 0 0 12
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T9 Hoja, 12 explantes, acetosiringona
seleccion 5 mg L higrommicina

100 pM vy 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06,

Total % Total total % %

cepatgen bact bact [ hong % hongo | marchitos [ marchitos | total brotes | brotes | total exp
EHA105+QU

T 6 50 0 0 6 50 0 0 12
EHA105+GL

) 6 50 0 0 6 50 0 0 12
AGL1+QUIT 7| 58,33 0 0 5 41,67 0 0 12
AGL1+GLU 5] 41,67 0 0 7 58,33 0 0 12
control 3] 25,00 0 0 9 75,00 0 0 12

T10 Hoja, 12 explantes, acetosiringona 100 pM y 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06,
seleccion 5 mg Lt higrommicina

Total % Total total % %

cepatgen bact bact | hong % hongo | marchitos marchitos | total brotes | brotes | total exp
EHA105+QU

IT 6 50 0 0 6 50 0 0 12
EHA105+GL

U 6 50 0 0 6 50 0 0 12
AGL1+QUIT 7] 58,33 0 0 5 41,67 0 0 12
AGL1+GLU 5| 41,67 0 0 7 58,33 0 0 12
Control 3| 25,00 0 0 9 75,00 0 0 12

T11 Hoja, 12 explantes, acetosiringona 100 puM y 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06,
seleccion 5 mg Lt higrommicina, tomate arbol

Total % Total total % %

cepatgen bact bact hong | % hongo [ marchitos marchitos | total brotes | brotes | total exp
EHA105+QU
1) 5 42 0 0 7 58 0 0 12
EHA105+GL
u 4 33 0 0 8 67 0 0 12
AGL1+QUIT 5| 41,67 0 0 7 58,33 0 0 12
AGL1+GLU 6 50 0 0 6 50 0 0 12
control 2] 16,67 0 0 10 83,33 0 0 12
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H7 Andlisis de ensayos de transformacion utilizando hojay el plasmido pMDC85

Tabla de contingencia y chi cuadrado de Pearson:

Total bacterias

## Total bacterias

## Tratamiente Ausencia Presencia
£ AGLI+GLUC 27 33
£ AGLI+QUIT 24 36
## C 43 17
##  EHA+GLUC 30 L)
##  EHA4QUIT 31 29
#3# Total bacterias

## Tratamiente Ausencia Presencia
£ AGLI+GLUC 27 33
£ AGLI+QUIT 24 36
## C 43 17
#%  EHA+GLUC 30 EL]
## EHA+QUIT 31 29
##

## Pearson’'s Chi-squared test

£

## data: TC
## X-squared = 14.016, df = 4, p-valus = 2.807246

Tabla de contingencia y chi cuadrado de Pearson:

Total marchitos

#3# Total_marchitos

## Tratamiento Ausencias Presencia
## AGL1+GLUC 33 27
£ AGLI+QUIT 36 24
k= C 17 43
##  EHA+GLUC 38 L]
##  EHA$QUIT 25 31
#3# Total _marchitos

## Tratamiento Ausencia Presencia
£ AGLI+GLUC 33 27
2 AGLI+QUIT 36 24
## C 17 43
## EHA+GLUC 38 3a
## EHA+QUIT 29 31
k=

## Pearson's Chi-squared test

##

## data: TC1
## X-squared = 14.@16, df = 4, p-value = 8.087245
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Graficas ensayos preliminares CIAT:

Respuesta ensayo preliminar de transformacion de segmentos de hojas de tomate de arbol

comun en el CIAT, porcentaje bacterias y de marchitos, utilizando EHA105 +
pMDC85::pcht28, OD de ~0,7, 100 uM de acetosiringona, 4 noches de cocultivo a 24°C,
medio de seleccion con5 mg L-1 de higromicina. Al primer mes del ensayo

Chu/NBAs control - con higro 5

Chu/NBAs control - sin higro

Chu/CPM control

Chu/CPM

Chu/MS control con TDZ - con cefo -con higro
Chu/MS control con TDZ-con cefo - sin higro
AA/NBAs control - con higre 5

AA/NBAs control - sin higro

AACPMA control

AAICPMA

Medio

AAMS sin TDZ - sin cefo -sin higro

AA MS control con TDZ - con cefo -con higro
AAMS control con TDZ - con cefo - sin higro
AA MS control sin TDZ con cefo

Chu/NBAs

AA/NBAs

AAMS

Chu/MS

EHA105+pMDC8S

20 40 60
Bacteria (%)

Medio

EHA105+pMDC85

AAINBAs control - con higro 5

AA/NBAs control - sin higro

AA/NBAs

Chu/NBAs control - con higro &

Chu/NBAs centrol - sin higro

Chu/NBAs

ChuMs

AAMS

Chu/CPM

Chu/CPM control

Chu/MS control con TDZ - con cefo -con higro
Chu/MS control con TDZ-con cefo - sin higro
AA/CPMA control

AAICPMA

AA MS sin TDZ - sin cefo -sin higro

AA MS control con TDZ - con cefo -con higro
AA MS control con TDZ - con cefo - sin higro

AA MS control sin TDZ con cefo

0 25 50 75 100
Marchitos (%)

Respuesta ensayo preliminar de transformacion de segmentos de hojas de tomate de arbol

comun en el CIAT, porcentaje respuesta callo, utilizando EHA105 + pMDC85::pcht28, OD

de ~0,7, 100 uM de acetosiringona, 4 noches de cocultivo a 24°C, medio de seleccion con

5 mg L-1 de higromicina. Al primer mes del ensayo
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EHA105+pMDC85

Chu/CPM control

Chu/CPM

Chu/MS control con TDZ - con cefo -con higro
Chu/MS control con TDZ-con cefo - sin higro
Chu/MS

AA/CPMA control

AAICPMA

AA MS sin TDZ - sin cefo -sin higro

AA MS control con TDZ - con cefo -con higro

Medio

AA MS control con TDZ - con cefo - sin higro
AA MS control sin TDZ con cefo

AAMS

Chu/NBAs

AA/NBAsS

Chu/NBAs control - con higro 5

Chu/NBAs control - sin higro

AA/NBAs control - con higro 5

AA/NBAs control - sin higro

0 25 50 75 100
Respuesta callo (%)

H8 Datos de ensayos de transformacion utilizando semilla 'y el plasmido pMDC85:

T1 semilla, 60 sem, acetosiringona 100 uM y 4 noches cocultivo, sonicacion 15 minutos

Total con Sem % semsin [ total [ Total con
cepatgen hong % hongo | germinadas | germinadas | germinar | sem bact % bact
EHA105+QUIT 0 0 43 71,67 17 60 46| 76,667
EHA105+GLU 0 0 38 63,33 22 60 45 75
AGL1+QUIT 0 0 44 73,33 16 60 57 95
AGL1+GLU 0 0 41 68,33 19 60 55| 91,667
control 1 1,67 54 90 4 59 1 1,67

T2 semillas, 60 sem, acetosiringona 100uM y 4 noches cocultivo, OD 0.5, sonicacién 15
minutos, seleccion 10 mg L higromicina

Total con Sem % Sem sin| total | Total con
cepatgen hong % hongo | germinadas | germinadas | germinar | exp [ bact % bact
EHA105+QUIT 1 1,67 40 66,67 19 60 35| 58,33
EHA105+GLU 0 0 42 70 18 60 44 73,33
AGL1+QUIT 0 0 39 65 21 60 48 80
AGL1+GLU 6 10 45 75 9 60 50| 83,33
control 1 1,67 49 81,67 10 60 0 0
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T3 semillas, 60 sem, acetosiringona 100 uM y 4 noches cocultivo, OD 0.5, sonicacion 15
minutos, seleccion 10 mg L higromicina

Total con Sem % Sem sin|total [Total con
cepa+tgen hong % hongo | germinadas | germinadas | germinar | exp | bact % bact
EHA105+QUIT 0 0 34 56,67 26 60 41 68,33
EHA105+GLU 3 5 46 76,67 11 60 37 61,67
AGL1+QUIT 0 0 50 83,33 8 58 52| 86,67
AGL1+GLU 0 0 47 78,33 13 60 51 85
Control 0 0 51 85 9 60 0 0

T4 semillas, 60 sem, acetosiringona 100 uM, 4 noches cocultivo, OD 0.5, sonicacion 15
minutos, seleccién 10 mg L higromicina

Total con Sem % Sem sin| total | Total con
cepa+gen hong % hongo | germinadas | germinadas | germinar | exp | bact % bact
EHA105+QUIT 0 0 45 75 15 60 38 63,33
EHA105+GLU 0 0 37 61,67 23 60 33 55
AGL1+QUIT 0 0 33 55 27 60 45 75
AGL1+GLU 0 0 52 86,67 8 60 54 90
control 0 0 54 90 6 60 0 0
H9 Analisis de ensayos de transformacién utilizando semillas y el plasmido

pMDC85

Tabla de contingencia y chi cuadrado de Pearson:

Total bacterias

##

Total bacterias

## Tratamiento Ausencia Presencia

##
##
# C
##
##

##

AGL1+GLUC
AGLI1+QUIT

EHA+GLUC
EHA+QUIT

3@
36
238
81
860

Total_bacterias

21a
202

1
159
168

## Tratamiento Ausencis Presencia

##
##
# 0 C
##
##

##
##
##

## data: TC

AGL1+GLUC
AGLI1+QUIT

EHA+GLUC
EHA+QUIT

30
36
238
81
80

218

292

159
le@

Pearson's Chi-squared test

## X-squared = 583.3, df = 4, p-valus < 2.2=-16
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Tabla de contingencia y chi cuadrado de Pearson:
Total germinadas
s Total_germinadas
## Tratamiento Ausencia Presencia
H# AGL1+GLUC 54 186
H## AGLI+QUIT 72 166
&3 C 32 207
&3 EHA+GLUC 77 163
Hi# EHA+QUIT 78 162
2 Total_germinadas
# Tratamiento Ausencia Presencia
AGL1+GLUC 54 136
Hi# AGLI+QUIT 72 166
C 32 207
H## EHA+GLUC 77 163
EHA+QUIT 78 162
i
## Pearson's Chi-squared test
##
## data: TC1
## X-squared = 33.27, df = 4, p-value = 1.052e-86
T5 semillas, 12 sem, acetosiringona 100 pM, 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06,
sonicacién 10 minutos, corte testa, seleccion 5 mg L higromicina
Total con Sem % Sem sin| total | Total con
cepatgen hong % hongo | germinadas | germinadas | germinar | exp [ bact % bact
EHA105+QUIT 0 0 7 58,33 5 12 8 66,67
EHA105+GLU 0 0 8 66,67 4 12 10| 83,33
AGL1+QUIT 0 0 9 75,00 3 12 9 75,00
AGL1+GLU 0 0 7 58,33 5 12 8 66,67
control 0 0 10 83,33 2 12 0 0,00
T6 semillas, 12 sem, acetosiringona 100 pM, 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06,
sonicacién 10 minutos, corte testa, seleccién higromicina 5 mgL?
% plantas
Total con Sem % Sem sin| total | Total con medio
cepatgen hong % hongo | germinadas | germinadas | germinar | exp [ bact % bact | selec
EHA105+QUIT 0 0 9 75 3 12 6 50 25
EHA105+GLU 0 0 9 75 3 12 8 66,67 8
AGL1+QUIT 0 0 7 58,33 5 12 5| 41,67 0
AGL1+GLU 0 0 3 25 9 12 7 58,33 0
control 0 0 11 91,67 1 12 0 0 0
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T7 semillas, 12 sem, acetosiringona 100 pM, 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06,
sonicacién 10 minutos, corte testa, 5 mg L higromicina
% plantas

Total con Sem % Sem sin| total | Total con medio
cepatgen hong % hongo | germinadas | germinadas | germinar | exp [ bact % bact | selec
EHA105+QUIT 0 0 7 58,33 5 12 6 50 0
EHA105+GLU 0 0 9 75 3 12 7 58,33 0
AGL1+QUIT 0 0 8 66,67 4 12 4 33,33 17
AGL1+GLU 0 0 8 66,67 4 12 5 41,67 0
Control 0 0 10 83,33 2 12 0 0 0
T8 semillas, 12 sem, acetosiringona 100 uM, 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06,
sonicacion 10 minutos, corte testa, seleccion’5 mg L higromicina

Total con Sem % Sem sin| total | Total con
cepatgen hong % hongo | germinadas [ germinadas | germinar | exp | bact % bact
EHA105+QUIT 0 0 6 50 6 12 5 41,67
EHA105+GLU 0 0 8 66,67 4 12 7 58,33
AGL1+QUIT 0 0 8 66,67 4 12 6 50
AGL1+GLU 0 0 7 58,33 5 12 6 50
control 0 0 8 66,67 4 12 0 0
T9 semillas, 12 sem, acetosiringona 100 pM, 4 noches cocultivo, OD 0,03-0,06,
sonicacién 10 minutos, corte testa, seleccion 5 mg L higromicina

% plantas

Total con Sem % Sem sin| total | Total con medio
cepa+tgen hong % hongo | germinadas | germinadas | germinar | exp | bact % bact | selec
EHA105+QUIT 0 0 4 33 8 12 6 50,00 0
EHA105+GLU 0 0 5 41,67 7 12 6 50,00 0
AGL1+QUIT 0 0 3 25,00 9 12 5 42 0
AGL1+GLU 0 0 4 33,33 8 12 5 42 8
control 0 0 9 75,00 3 12 0 0 0




Anexo H 159

H10 Analisis de ensayos de transformacion utilizando semillas y el plasmido pMDC85

Tabla de contingencia y chi cuadrado de Pearson:

Total germinadas

## Total germinadas

## Tratamiento Ausencia Presencia
E2a AGLI+GLUC 54 186
£ AGLI+QUIT 72 166
£ C 32 2e7
E2a EHA+GLUC 77 163
£+ EHA+QUIT 78 le2
= Total_germinadas

## Tratamiento Ausencia Presencia
E2a AGLI+GLUC 54 186
7 AGLI+QUIT 72 166
E2a C 32 287
£ EHA+GLUC 77 163
£ EHA+QUIT 78 1le2
7

## Pearson's Chi-squared test

£

## data: TCL
## N-squared = 33.27, df = 4, p-valus = 1.852e-86

Tabla de contingencia y chi cuadrado de Pearson:

Total germinadas

£ Total_germinadas

## Tratamiente Ausencia Presencia
H## AGL1+GLUC 3a 3ae
H## AGLL+QUIT 25 35
H## C 12 48
H## EHA+GLUC 23 7
&2 EHA+QUIT 3a 3e
L Total_germinadas

## Tratamiento Ausencia Presencia
H## AGL1+GLUC 3@ E1:]
## AGLI+QUIT 25 35
H## C 12 43
H## EHA+GLUC 23 7
H## EHA+QUIT 3a 3ae
H##

## Pearson's Chi-squared test

H##

## data: TC1
## X-squared = 15.139, df = 4, p-value = 2.084422
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|. Anexo |. Informacion genes, plasmidos

y cepas (adquisicion o fuente)

1. Fuente genes NCBI:
Endoquitinasa: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/L19342

GenBank~ Send to: ~ ;
Change region shown =

Lycopersicon chilense endochitinase mRNA, complete cds

GenBank: L19342.1
FASTA Graphics

Customize view =

Analyze this sequence
Go fo: [+ Run BLAST

Locus TOMPCTHZEX 349 bp  mRMA  linear  PLM 13-APR-1395 Pick Primers
DEFINITION Lycopersicon chilense endoc
ACCESSION 119342
VERSION L15342.1
KEVWORDS  endochitinase.

tinase mfMA, conplete ods.

Highlight Sequence Features

Find in this 3equence

Lanai e (Lycopersicon chilense)

lanun chilense

Eukaryota; Wiridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; Related information =
Spermatophyta; Magnolicpsida; eudicotyledons; Gunneridae; Protein
Pentagetalae; asterids; lamik Solanales; Solanaceae;
Solanoideae; Solaneae; Solanum; Solanum subgen. Lycopersicon. PubMed
REFEREMCE 1 (bases 1 to 94%)
BUTHORS  Chen,R.D., Yu,L.X., Greer,A.F., Cheriti,H. and Tabaeizadeh,Z. Taxonomy
TITLE Isolation of an osmotic stress- and abscisic acid-induced gene Funcfional Class
encoding an acidic erdochitinase from Lycopersicon chilense
JOURNAL  Mol. Gen. Genel. 245 (2}, 195-282 (1994}
PUBMED
COMMENT nal source text: Lycopersicon chilense (individual_isolate Recent activity =
LAI932) cDHA to mRNA. Tumn Off Clear
FEATURES Location/Qualifiers
souree 1..549 B Lycopersicon chilense
Jorganism="5slarum chilense” endochitinase mRNA, cory Nussclios
B Pyrus pyrifolia beta-1,3-glucanase
{Glu) mRNA, complete cds Nuckectids
Jdb_xref="taxon: 4883
Jhaplotype="dip See mors.
Jtissue type="leaf”
s 2..782

Jopdon_start=1
Jproduct="endochitinase”
1"

Sprotein_id=" A58
Jtranslation="HKFNI LSCLFFLFLTGTLAGNAGSIWTRELFEQHLEFRN
RO&CF AKGFYTYDAF TAAANS FPGF GTTGLOT ARKK ETAAFFGOTSHE TREGSAGTFT
GEYCFVRQIDQSDRYYGRGR T L THOSNYERAGQCT GUGDL WNNPDLWATDRIISFR
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Glucanasa: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX127223

Pyrus pyrifolia beta-1,3-glucanase (Glu) mRNA, complete cds

GenBank: JX127223.1
FASTA Graphics

Go fo: ¥

oous
DEFINITION
ACCESSTON
VERSION
KEYWIRDS
SOURCE
ORGANTEM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHIRS
TITLE
JOURNAL

FEATIRES

sourie

o

K1z 1217 k¢ mRNA linear  PLM 81-JUL-2813
Pyrus pyrifolia beta-1, 3-glucenase (Glu) mRNA, complete cds.
K1z

BV s b |

Pyrus pyrifolia
Pyrus pyrifolia
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Trachecghyta;
Spermatophyta; Magnoliopsida; eudicotyledons; Gunneridae;
Pentapetalae; rosids; fablds; Rosales; Rosaceass; Amygdaloldeas;
Maleae; Pyrus.
1 (bases 1 to 1217)
Liu,D., Me,X., Li,W., Chen,C. and Ga,F.
A beta-1,3-glucanase gene expressed in fruil of Pyrus pyrifolia
enhances resistance to several pathogenic fungl in transgenic
tobacco
Eur. 1. Plant Pathol. 135 (2}, 265-277 (2813)
2 (bases 1 to 1217)
Liu,D., He,X., LL,W., Ge,F. and Chen,C.
Direct Submission
Submitted (81-JUN-20812) Faculty of Life Science and Technology,
Kurning University of Science and Technology, Wenchang Road of 121
Street, Kunning, Yunnan 652@91, China

Location/Qualifiers

1..1217

forganism="Pyrus pyrifolia”

fmol_type="nKA"

feultivar="Huobali

fdb_sref="taxan: 767"

1..1217

fpene="Glu"

fnote="PpGlu”

8. .1876

fgene="GLlu"

foodon_start=1

fproduct="beta-1,3-glucanaze”

tapnkafen (A-TACDINTI A7

Customize view =

Analyze this sequence
Run ELAST

Pick Primers
Highlight Sequence Features

Find in this Sequence

Related information

Protein

Taxonomy

Recent activity =
Tum Off Clear

B Pyrus pyrifolia beta-1,3-glucanase

(Glu} mRMA, complete cds Nusctes

Lycopersicon chilense
endochitinaze mRNA, com huceotide

See more...



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX127223

162 Organogénesis, regeneracion in vitro y expresién de los genes gus, gfp, pcht28 y PpGlu en tomate
de &rbol coman (Solanum betaceum Cav.)

2. Compra genes GenScript en plasmido pMDC85:

GenScript

Seathendobbotinl )| o] Proforma Invoice
Thi Hegdogdy CHL

GanScript {Hong Kong) Limited
Wheslock House, Level 18, 20 Pedder Street, Central, Hong Kong INVDICE # 564541001P
Tek: +852-B00-054-554 Fax #852-3015-1539 CORDER® 564641
Emall: 3ceouningggensaipt com INVOICE DATE: 2015-02-25

BILL TO SHIP TO:

D Rodrigo Hayas Sanches

Unilversidad Maclonal de Coiombla

NIT: E99.599.053-2, Calle 53 A No. 5320, Bloque
a2z

MEDELLIN , Antioquia 050034, CO

[57+4) 430 8558

ROANgo HOYos Sanchez

Universizad Magional de Colomdla

NIT: 329.999.063-3, Calle £9 A No. 53-20, Bioque 42
MEDELLIM , Antloguia 050034, GO

(57 +4) 2209859

PAYMENT SHIPPING DATE TERMS ORDER DATE OVERDUE FEDEX TRACKING NO
PO MO wine ransnar Advance Paymen 2015-02-24

QT DESCRIPTION CATAL DiSHO UHIT PRICE DS COUNT EXTENDED PRICE
SCI010

Gene synthesis: L19342 pE—

Subcioning bundied wi gene syihesis: 543800 soon 543200
L18347_pMDCES
- sCiea

Plasmid Preparation-10jg

SCI010

Gene synthesis: 127223 J—

Subdioning bunded W gene synthesis: 35420 nm 5400

JX127223_pMDCES J—_—

Plasmid Preparation-10g

Important Remingsr: Tex $0.00

1. Sanvice fecs associated with wire transfers or drect SHIPFING $23.00

deposiis are the sole responsiblity of the remiting GIFT CARD $a00
party. TOTAL AMOUNT $1037.00

2 Alate fee of 1.5% p2r month (15% per annum) Wil PAID AMOUNT $0.00
pe applied o &l accounts over 30 days oid from he

date of Invoice. BALANCE $1037.00

3 When making payments, please indicate ciearyy AMOUNT DUE [USD) $1037.00
GanZeript's Invalce number on the check, or wine
transfer, or deposit.

4. This profonma Invaica Is issued for the purpose of

preparing prepayment. Please do not dupilcate
payment If you receive Me onginal imvoice aferwand.

Bank Infiormation:

Benefciary: Ganscpt (Hong Kong) Limited
USD Account Number: E4244015

Bank nama: Bank of Amenca M.A Hong Kong Sranch
Swilt code: BOFAHKHX

Bank addrass: 20th Foor, Tower 2, Kowioon Commence
Cenire, 51 Kwal Cheong Road, Kwal Chung, Hang Kong
Important:

Ta ensure smooth remittance, pliease use the full
penaficlary name: GenScript (Hong Kong) Limitsd when
3 check or wire iransTer payment ks issued,
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Tesoreria Sede Medellin

Dre: BAMCO DOE OOODENTE

Enviado el: miartes, 02 de dicierbre de 2004 Q1:50 p.m.

Fara: tesoraria_med@unal edu oo

Asunto: 10ZLSDA DT TUNNERSIDAD MACIOMAL DF COUOMBMeniape de Banea de Occidente
[CO20032 249121 4]

Diatos adjunios: hegabanco.gif

BANCD DE OCCIDENTE

CREDEMCIAL

———————————————— Instance Type and Transmlssion ———-——————==--

Hotlficatlon (Transmiaskon} of Original sent to SWIFT (RCK)

Hatwork Deliwvery Statusa : Helwork hok

Priority/Delivery : Hpemal

Haszage Input Referencs : 1349 1412020001 COBCRMDY 2084440240

- - Hessage Haader ———-———-—————eeeee--

swift Input t FIN 103 Bingle Cuatamer Cradt Transfer

Sender : DDCICOECMDE
BAHCO DE OCCIDENTE
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3. Cepas de Agrobacterium, E. coli y plasmidos donadas por el Dr. Paul Chavarriaga,

plataforma de transformacion genética del CIAT:
522, 1923 Cormreo de Universidad Macional de Colombia - acerca plasmidos y cepas

*& NACIONAL Paola Andrea Murillo Gomez <paamurillogo@unal.edu.co>

OE COLOMBIA

acerca plasmidos y cepas

Paola Andrea Murillo Gomez 16 de septiembre de 2014,
<paamurillogo@unal.edu.co> 15:57
Para: "Chavarriaga, Paul (CIAT)" <p.chavarriaga@cgiar.org>

Cc: Rodrigo A Hoyos Sanchez <rhoyos{@unal.edu.co>

Cordial saludo, espero que se encuentre bien. El profesor Rodrigo y yo nos reunimos
para discutir a cerca del envio de las cepas y plamidos, y dado que no encontramos
quien venga desde Cali o Palmira para Medellin pronto, decidimos que la mejor
alternativa seria gue usted por favor nos los enviara por algun servicio de
encomienda contraentrega, (podria ser TCC o por avidn, que no sea tan demorado) a
través del CIAT, y asi nosotros pagariamos el envio aca.

Mo sé que piensa, estaremos al tanto.

Adicionalmente, le adjunto los articulos que el profe selecciond. Gracias, feliz tarde.
Cordialmente,

Paola Murillo

322, 1023 Comen de Universidad Nacional de Colombla - acerca plasmidos y cepas

NACIONAL Paola Andrea Murillo Gomez <paamurillogo@unal.edu.co>

W CE Cle B

acerca plasmidos y cepas

Chavarriaga, Paul (CIAT) <P.CHAVARRIAGA@cgiar.org= 18 de septiembre de 2014, 11:09
Para: Paocla Andrea Murillo Gomez <paamurillogo@unal edu.co=

Cc: Rodrigo A Hoyos Sanchez <rhoyos@unal.edu.co=, "Prias, Monica (CIAT)"
<M.Prias@cgiar.org>

Paola, gracias por el recorderis. Le pido a Monica Prias que ponga a crecer LBA4404, EHAL05S y Agll con el plasmido

pCAMBIAL305.2 para enviartelas la semana entrante. Saludos. Paul.

[El texto citado e=ta oculto]
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S22, 1924 Comeo de Universidad Macional de Colombia - acerca plasmidos y cepas

NACIONAL Paola Andrea Murillo Gomez <paamurillogo@unal.edu.co>

[E CORLC B,

acerca plasmidos y cepas

Paola Andrea Murillo Gomez 18 de septiembre de 2014,
=paamurillogo@unal edu.co= 11:52
Para: "Chavarriaga, Paul (CIAT)" <P.CHAVARRIAGA@ cgiar.org=>

Cc: Rodrigo A Hoyos Sanchez <rhoyos@unal edu co=

Hola Paul, espero que se encuentre bien. Gracias por su respuesta, quisiera hacerle
una pregunta, los que pasa es que solicité el vector destino pGWBS que contiene las
caracteristicas que se describen en el archivo adjunto, ellos recomiendan transformar la
cepa DB3.1, donde se replica el plasmido, aungue en otro trabajo encontré que usaron
una cepa diferente. Lo que quiera saber es si ustedes tienen esta cepa? o sabe donde
la puedo conseguir o conoce ofra cepa que tenga el gen ccdB?.

Gracias, feliz tarde.
Cordialmente,

Paola M.
[El texto citado esta oculto]

E vector destine pGWBS.pdf
1023K

31522, 1925 Corren de Universidsd Nacional de Colombia - acerca plasmidos y cepas
LR UM IVEREIDAD . .
45 NACIONAL Paola Andrea Murillo Gomez <paamurillogo@unal.edu.co>
{1. e CoR0ANA

acerca plasmidos y cepas

Chavarriaga, Paul (CIAT) =P.CHAVARRIAGA@cgiar. 0rg:= 24 de septiembre de 2014, 13:24
Para: Paola Andrea Murillo Gomez <paamurillogo@unal_e
Cc: Rodrigo A Hoyos Sanchez <rhoyos@unal edu.co=, "ﬂmaﬂto P.CHAVARRIAGA@ cgiar.org
=M.Prias@caqiar.org=

Paola, |as bacterias estan listas. Por favor comunicate con Monica Prias para cuadrar los pormenores del envio.

saludos. Paul.

PD: Usar ppto GDN4AC.

From: Pacla Andrea Murille Gomez [mailto:paamurillogoi@unal edu.co]
Sent: Thursday, September 18, 2014 11:52 AM

To: Chavarriaga, Paul (CIAT)

Cc: Rodrigo A Hoyos Sanchez

Subject: Re: acerca plasmidos y cepas

Hola Paul, espero que se encuenfire bien. Gracias por su respuesta, quisiera hacerle
una pregunta, los que pasa es que solicité el vector destino pGWBS que contiene las
caracteristicas que se describen en el archivo adjunto, ellos recomiendan transformar la
cepa DB3.1, donde se replica el plasmido, aunque en otro trabajo encontré que usaron
una cepa diferente. Lo que quiera saber es si ustedes tienen esta cepa? o sabe donde
la puedo conseguir o conoce otra cepa que tenga el gen ccdB?.

[El texts citado esti cculta]
[El texto citado esta cculta]
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